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Hepatit C virus (HCV) infeksiyonlarinin laboratuvar tanisinda in-vitro
kdltir olanaginin, antijen saptamanin ve etkeni mikroskopta gdstermenin
miimkiin olmamasi nedeniyle virusun kendisi ile ilgili tek direkt tani olanagi
viral genomun aragtiriimasidir. Virus RNA’sinin (HCV-RNA), revers
transkripsiyon-polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile gobsterilmesi en
yaygin yéntemdir. Uygulamada c¢esitli orneklerden RNA ekstraksiyonu
yapilmakta ve revers transkripsiyon sonucu elde edilen c.DNA’nin iki agamal
(Nested) PCR teknigi ile saptanmasi yoluna gidilmektedir.

iki agamali PCR kullanimi, agir duyarliigi ve kontaminasyon riskini de
beraberinde getirmektedir. Pahali ve henilz standardize edilmemis bu
teknigin yerine, rutinde uygulanabilecek daha ucuz, duyarh ve basit tekniklere
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GiRig

Transflizyon sonrasi ya da sporadik vakalar geklinde ortaya cikan ve
baglangi¢cta non-A non-B (NANB) hepatiti olarak adlandirilan hepatit olgularinin
biyiik bir kismindan sorumiu oldugu distiniilen Hepatit C virusunun (HCV), bugiin
posttransfiizyon (PT) hepatitin yani sira asemptomatik tagiyiciliktan,akut ve kronik
hepatit, siroz ve hepatoseliller karsinomaya (HSK) kadar degisen karaciger

patolojilerine neden oldugu ortaya konmustur (24,34).

Normal popiilasyonda veya goniilli kan donérlerinde anti-HCV pozitifligine
dayanilarak yapilan caligmalarda HCV infeksiyonlarinin tiim diinyada yaygin, ancak
kitalar, Ulkeler hatta bdlgeler arasinda farkli prevalansa sahip oldugu
goriilmektedir(21,64,73). Yapilan serolojik calismalarda Hepatit B'nin neden oldugu
PT hepatitleri digsinda kalan PT-NANB hepatitlerinin %90’ina yakin bir kismindan
HCV nin sorumiu oldugu goériilmistiir(1,69). Bir ¢cok arasgtirma sonucunda ise HCV
infeksiyonlarinin sadece transflizyon sonrasi geligen PT-NANB hepatitleri ile sinirli
kalmadigi, farkli ve bilinmeyen bulagma sekilleri ile de kronik hepatit, siroz,
hepatoseliiler karsinoma gibi karaciger patolojilerinin en sik gérillen nedenlerinden
biri olabilecegi iddia edilmistir(23,82). Diger taraftan farkli etyolojiye sahip olup
sebebi bilinmeyen ve kriptojenik olarak tanimlanan kronik karaciger hastaligi
grubunda da HCV'nin etyolojik rolli yaygin olarak arastiriimig ve bu grup kronik
karaciger hastaliklarinda da degigsik oranlarda anti-HCV pozitifligi saptanmistir
(76,94).

HCV infeksiyonlarinin laboratuvar tanisi igin bugln farkh iki y6ntem
uygulanmaktadir. Birincisi virusun yapisal (Structural S) ve yapisal olmayan
(Nonstructural NS) proteinlerine kargi olusan anti-HCV antikorlarinin serumda
ELISA ydntemi ile gésterilmesidir. Protein epitoplarina kargi olugan antikorlarin ayri
ayri saptanmasini saglayan rekombinant imminoblotting(RIBA) teknigi ile de bu
yéntemin dogrulama iglemi  gerceklestirilebilmektedir (3,5,32). ikincisi viral



antijenlerin ya da viral replikasyonun saptanmasidir. Viral antijenlerin varhginin
bilinen immiinolojik ydntemlerle saptanamamasi ve virusun invitro sartlarda
Uretilememesi nedeniyle viral replikasyonun varligi ancak virusa ait nikleer
materyalin (RNA) invitro niikleik asit amplifikasyon teknikleri kullanilarak
go6steriimesi ile mimkiin olabiimektedir. (46,67). HCV RNA'sinin gosteriimesi
vireminin saptanmasi agisindan &6nemli oldugu kadar, kronik karaciger
hastaliklarina yol agabilecek diger nedenlerin (HBV, CMV, EBV, alkol, ilag,
otoimminite, metabolik nedenler vs.) ekarte ediimesi acgisindan da &nem
tagimaktadir(42).

HCV-RNA nin gosterilmesinde amplifikasyon yéntemleri olarak hem klasik “tek
asamall" (non-nested) hem de "iki asamal” (nested) PCR ydntemieri
tanimlanmigtir(5,29). Nested PCR yénteminde,ilk c¢evrim amplifikasyon
Uriinleri,internal ikinci bir primer seti kullanilarak yeniden amplifiye edilirler.Bu
yontemin ileri derecede duyarli oldugu ileri strilmig, uygun primerlerin
kullaniimasiyla <1 CID50 (sempanze infeksiy6z dozu) duyarlihigina ulagabilecegi
gosterilmigtir.Ote yandan,elde edilmis cDNA eder piirifiye edilirse (fenol/kloroform
ekstraksiyonu ve sonrasinda etanol presipitasyonu ile),bunun non-nested PCR ile
amplifikasyonunun, nested PCR ydntemine gbre daha duyarli olacagl da ileri
striilimastiir (4). Bu nedenle arastirmamizda hepatit C oldugundan siliphelenilen
hastalar ile serolojik sonuglar belli olan bir dizi serum 6rnegi kullanilarak HCV-
RNA igin non-nested PCR testi ile nested-PCR testinin analitik ve klinik
duyarliliklarini kargilagtirmayi,ayrica ticari kit kullanmadan en ucuz ve en duyarli
yontemi rutine oturtmay amaciadik.



GENEL BILGILER

Tarihge

Hepatit A ve B viruslarinin tanimlanmasi ve bu etkenlere kargi gulvenilir
serolojik testlerin gelistirilip, yaygin olarak kullaniimaya baglanilmasindan sonra
1970’li yillarda genellikle posttransfiizyon hepatitlerin ¢ogunlugundan sorumilu
Gclinchi bir tip infeksiyéz hepatitin varligi tanimlanmisgtir. Transfiizyon sonrasi
geligsen bu hepatitlerin bilinen diger viruslarin (CMV ve EBV gibi) diginda bagka bir
veya birden fazla farkli etkenle ortaya c¢ikabilecegi dlslntimigtir. Bilinen
yéntemlerle uzun sire saptanamayan bu hepatotropik etkenlere non-A non-
B(NANB) adi verilmigtir (29).

1970'li yillarin ortalarindan itibaren infeksiyon etkenini saptamak amaciyla
deneysel hayvan modelleri gelistiriimis olup, NANB hepatitli kigilerin serum ya da
plazmalari sempanzelere intravenéz yoldan inokille edilerek bu hayvanlarda da
insanlardakine benzer hepatit tablolarinin meydana gelebilecegi gosterilmistir.
Ayrica sempanzelerden bagka hayvaniar da deneysel olarak NANB etkenleri ile
infekte edilmeye cahgilmigsa da bu hayvanlarda sempanzelerde oldugu gibi
infeksiyon olugturulamamisgtir(11).

NANB ile infekte edilerek hepatit olugturuimus sempanzelerin hepatosit
sitoplazmalarinda 150-200 nm. blydkiGginde ¢ift membranl tlibll benzeri ¢ok
sayida olusumlar gézlenmigs ve bunlara “tubule-forming agent’” (TFA) adi
verilmigtir(70). 1980'li yillarda TFA iceren infeksiy6z inokillmlerin kloroformia
muamele edildikten sonra sempanzeler igin infeksiydz 6zelligini kaybettikleri
gorilmiis, bdylece NANB etkenlerinden birinin lipit zarfli bir virlis olabilecegi
disiniilmistir. Daha sonra yapilan filtrasyon caligmalarinda TFA’larin 80 nm.’lik
filtrelerden gecebildigi gosteriimig, béylece buniarin kuguk, lipit zarf iceren
Hepadnaviridea ,Togaviridea, Flaviviridea ailesinden birine ait ya da yeni bir virUs

olabilecegi diigtinliimiistiir(11,21,70).



Viral etkenin izolasyon ve identifikasyon caligmalarina ek olarak cesitli
yontemlerle, muhtemel NANB etkenlerine ait antijen ve antikoriarin gésterilmesine
caligilmisg ancak bu caligmalarin hi¢ birisinde bagarili olunamamigtir. Bunun da,
NANB etkenlerinin diger hepatotropik ajanlardan farkli olarak infektif titrelerinin
digik olmasindan ve dolayisiyla uygun molekdler markirlarinin

belirlenememesinden kaynaklandigi kanaatine variimigtir(48).

Klasik virolojik ve immiinolojik yontemlerle NANB ajanlarinin belirlenememesi,
arastirmacilari seksenli yillarin ortalarindan itibaren rekombinant molekiiler teknoloji
alanina yéneltmistir. Bu yillarda geligtirilen molekdler teknikler ile NANB etkenlerinin
niikleik asidi (RNA) hakkinda énemli bulgular elde edilmistir. Yiksek titreli TFA'I
serumlardan etken RNA’ si izole edilmig ve random primerler kullanilarak "reverse
transcriptase"(RT) enzimi ile NANB'ye spesifik komplementer DNA(cDNA) elde
edilmigtir. Bu cDNA molekili “lambda gt 11" bakteriyofajina transfer edilerek
Escherichia coli'de NANB’ye spesifik polipeptidier sentezletiimigti. NANB’ye
spesifik olarak elde edilen polipeptidler kronik NANB'li sahislarin serumlari ile
karsilagtinlarak reaksiyon veren 5-1-1 ve C81 klonlarinin NANB etkeninin
genomundan tiremis oldugu ortaya konmustur. Bu kionlarin niikleotid sekanslari
belirlenmis ve bdylece bilinen diger hepatit virusiarindan farkli yeni bir virus;
Hepatit C virusu(HCV) 1989 yilinda tanimlanmigtir(19,55).



Virusun Genel Ozellikleri, Siniflandirma ve Genotipleri

HCV'nin yapisiyla ilgili bilgilerin ¢cogu birgok invivo ve invitro sistemlerde
klonlanmig cDNA 6rneklerinden elde edilen veriler ile bu virusa benzeyen bilinen

diger viruslarin genomik yapilarinin incelenmesiyle elde edilmistir.

Viryonun Yapi ve Fiziksel Ozelliklerii HCV'nin serumdaki titresinin diigik
olmasi ve (retilebilecegi etkili hiicre kiiltlr sistemlerinin bulunmamasi nedeniyle bu
virus{un yapisi, replikasyonu ve biyokimyasal ézellikieri ile ilgili sinirh bilgi elde
edilebilmigtir(19,55). immun elekiron mikroskobu caligmasinda muhtemel HCV
viryonunun, 55-65 nm. ¢apinda, yilizeyinde dikensi ¢ikintilar olan bir yapiya sahip
oldugu goriilmistir. Virusun biiylkligl hakkindaki bilgiler daha c¢ok filtrasyon
deneylerine dayanmakta olup, buna gére virusun ¢api 45-55 nm. arasinda degisiklik
gdstermektedir(70-78). Konsantre insan plazmasindan elde edilen viryonlarin
kloroform ya da deterjanlarla muamelesinden sonra infeksiydz 6zelligini kaybetmesi
virusun lipid yapida bir zarfa sahip oldugunu géstermektedir. HCV poliproteinleri,
primer sekanslar! bakimindan pestivirus ve daha az oranda da flavivirus tarafindan
kodlanan proteinlere benzerlik gosterirler(20,44). HCV'de pestivirus ve flavivirus
poliproteinlerinin primer yapilarina benzerlik gésteren az sayida yapilar olmasina
ragmen, sekans homolojilerindeki ko-linear bélgelerin varligi, bu viruslar arasinda
benzer genetik organizasyonlarin var oldugunu géstermektedir. Ayrica 5' terminal
genomik RNA bélgesinin yukarisindaki bliylik "Open Reading Frame” (ORF)'nin
pestivirus genomunda ayni bélgede olmasi da bu diiglinceyi desteklemektedir.
HCV'nin kiiglk, zarfli bir virus olmasi flaviviruslara benzetiimesine neden olmustur.
Tim bu veriler HCV'nin pestiviruslaria uzaktan akraba oldugunu ve daha az oranda
da flaviviruslarla yakiniigi oldugunu gostermektedir. Béylece HCV yeni bir genus
olarak diger iki virus, pestivirus ve flavivirus ile birlikte Flaviviridea familyasi

icerisinde yer almistir(44,47,70).



Viral genom: Cok sayidaki HCV izolatinin genomik sekanslarinin tamami ya
da tamamina yakin bir kismi belirlenmigtir. Bir ¢cok majér HCV genotipinin buttin
diinyada farkh genomik dizilimlerinin oldugu ortaya konmusgtur. HCV genomu cesitli
yapisal veya yapisal olmayan viral proteinleri kodlayan ¢ok sayida genden olugan
tek bir ORF igeren, yaklagik 9500 niikleotidlik tek pozitif iplikli linear bir RNA'dan
ibarettir(19,20). Genomun her iki ucunda protein kodlamayan bélgeler(non coding
region, NCR) bulunur. Bu bdéigeler viral genomun replikasyonunda, translasyonunda
ve virusun paketlenmesinde gérev alan dizileri igerirler. Viral genomun 5'NCR’si
341-344 baz uzunlugunda olup, genomun dizilim yéniinden en iyi korunmus
bélgesini olugturur. Genomun 3'NCR’si ise oldukg¢a kisa heteropolimerik yapida
olup 27-66 niikleotidden olugur. Bu iki bélge arasinda kalan genomik bélgeden,
uzunlugu ¢ok az oranda degisiklik gosteren, yaklagik 3010-11 veya 3030 amino asit
uzunlugunda 6ncii bir poliprotein kodlanir. Bu poliproteinlerin amino ucu tarafinda
yapisal (structural, S) proteinler (C, E1, E2, p7), karboksi ucu tarafinda ise yapisal
olmayan (nonstructural, NS) proteinler (NS2, NS3, NS4, NS5) yer alir (20-96).
Virusun yapisal proteinleri konak hiicre endoplazmik retikulumunda(ER) bulunan
sinyal peptidaz tarafindan, yapisal oimayan proteinieri ise metalloproteaz ve serin
proteaz adh viral kodlu iki ayri proteaz tarafindan poliprotein &nciilerinden
ayrigtiriirlar(45,84).

HCV, nlkleotid dizilimlerindeki benzerlik orani yaklagik %70°den fazla olan
heterojen bir grup virus ihtiva eder. Nikleik asid dizilim homolojisi ve filogenetik
analiz esas alindiginda HCV'nin genetik varyantlari bazilarinin herbirisi birkag
subtip ihtiva eden 6 major genotip ve 6 subtipe(1a,1b,2a,...) aynlirlar. Yer yliziinde
genotip ve subtiplerin cografi dagiliminda bélgeler ve (ilkeler arasinda farkliliklar
gérulmektedir. Genotip1a,1b,2b ve 3a ABD’'de ve Bati Avrupa’da en fazia gériilen
subtiplerdir. HCV genotip 1b,2a ve 2b Japonya ve Taiwan’da prevalen iken, HCV
genotip 4,5 ve 6 Ortadogu Giiney Afrika ve Hong Kong gibi lilkelerde predominant
olarak gérilir. Ulkemizde ise HCV genotipib’nin diger tiplerden daha fazla
goriildGga bildirilmistir(2,6,27).



HCYV Proteinleri: Komplamenter DNA(cDNA) ekspresyon sistemleri ile yapilan
analizlerde hali hazirda HCV'den, en az 9-10 polipeptid idantifiye edilmig olup,
bunlardan 3 ya da 4 tanesi yapisal(S) proteinler, geri kalani da yapisal
olmayan(NS) proteinlerdir(38,47,57).

Yapisal proteinlerden protein C (21-22 kDa) bazik 6zellikte bir niikleokapsid
proteinidir. Konakg sinyal peptidazlar araciligi ile poliprotein énciilerinin N-terminal
bélgesinden itibaren olusturulur. Farkli HCV tipleri arasinda iyi korunmug olmasi
nedeniyle diagnostik calismalarda énemli bir hedef tegkil etmektedir. Ylizdoksanbir
amino asit iceren C proteininin farkli izolatlar arasindaki amino asit degiskenligi %
9 dan az olarak tespit edilmigtir. Bir cok ¢alismada HCV'nin C proteinine karsi
olusan antikorlarin infeksiyonun baglangicinda gelistigi gosterilmistir(41,90).

Yapisal proteinlerden digerleri, iki adet glikozillenmig zarf proteinlerinden
E1(31-37 kDa) ve E2(61-72 kDa)’den ibarettir(39,60,84). E2 proteini ya tek bagina
yada E2/p7 ile birlesmis sekilde iki ayri formda bulunabilmektedir. Bu nedenle p7
proteininin de virusun yapisal proteinlerinden olabilecegi disiniimektedir.
infeksiyéz plazmadaki HCV'nin bitki lektinlerine baglandigi gésterilmis olup, bu
nedenle viryonlarin glikolize oldugu ve kompleks karbonhidratlarin muhtemelen
golgi aparatinda ilave edildigi distnlimektedir. E1 ve E2 proteinleri HCV RNA’si ile
transfekte memeli hiicrelerinde endoplazmik retikulum limeninde birbirlerine

nonkovalan baglarla baglanarak heterodimerik yapilar seklinde bulunurlar(48,97).

invitro ve invivo cDNA ekspresyon sistemleri kullanilarak, HCV tarafindan
kodlanan proteinlerin ¢ok biiyiik bir kisminin yapisal olmayan proteinler oldugu
gosterilmigtir. HCV'nin yapisal olmayan proteinleri blyilk él¢lide poliproteinlerden,
viral kodlu iki proteazin kombine aktivasyonu ile olusmaktadir. Bu proteazlardan
birincisi NS2/NS3 proteininin ayrigmasini saglayan NS2 kodlu
metalloproteazdir(45). ikinci proteaz NS3 bélgesinden kodlanir. Tripsin familyasina
ait olup bir serin proteazdir. Bu serin proteaz NS3/NS4a, NS4a/NS4b, NS4b/NS5a
ve NS5a/NS5b proteininin ayrigmasini saglar(34-84). NS3 kodlu proteinlerin bu
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fonksiyonlarinin digsinda NTPaz ve RNA/DNA helikaz etkinliginin de oldugu
bilinmektedir. Serin proteaz etkinligi molekiliin amino ucunda helikaz etkinligi ise
karboksi ucunda yer almaktadir. HCV'nin yapisal oimayan proteinlerinin bazilarinin
fonksiyonlari bilinmemektedir. Yukarida tartigildigi gibi NS2,NS3,NS4 ve NS5
proteininin ayrismasini saglamanin yanisira, NS5a’nin amino asid sekans motifi
RNA‘ya bagimli RNA polimeraz’a benzemekte, bu ylizden muhtemelen RNA'ya
bagimh RNA polimeraz aktivitesi de igermektedir. Diger yapisal olmayan
proteinlerin cogunun transinfekte memeli hiicrelerinin endoplazmik retikulumlarinda
identifiye edilmeleri, bu proteinlerin virusun paketlenmesi ve repiikasyoniarinda

6énemli fonksiyoniari oldugunu diigtindirmektedir (38, 39, 45, 70, 84).

Virus replikasyonu: HCV replikasyonundaki baglangi¢ olaylar iyi
anlagilamamigtir. HCV glikoproteinleri i¢in hiicresel reseptérier identifiye
edilememigti. HCV partikiillerinin beta lipoprotein ve imminoglobulinler ile
birlegmesinin virusun hiicreye girmesi ve farkh dokulari infekte edebilmesi lizerinde
etkili rollerinin oldugu saniimaktadir(48,97). Sempanze modellerinde, HCV RNA'si
hepatositlerde, inokiilasyon sonrasi en erken li¢glincli glinde tesbit edilebilmis ve
karaciger enzimlerinden alanin amino transferaz(ALT) viral infeksiyon slresince
yiksek diizeyde kalmigtir. Akut infeksiyonlarda hepatositlerde viral antijenlerin
ortaya ¢ikigl, pozitif ve negatif @ RNA'larin bulunmasi hepatositlerin HCV
replikasyonu igin majér bir alan oldugunu géstermektedir(79). Ozellikle kronik
infekte kigilerde ekstra hepatik rezervuarlarda da HCV'nin replike olabilecegine
iliskin goriigler vardir. Bazi caligmalarda RT-PCR wveya in situ hibridizasyon
yontemleriyle HCV RNA'sinin perifer mononikleer hiicrelerde gbsteriimesi bu tezi
dogrular niteliktedir(62-79). HCV'nin in vivo doku tropizminin aniagiimasi virus igin
hiicre Kultir sistemlerinin geligtiriimesini ve replikasyonunun  anlagiimasini
kolaylastiracaktir. Her nekadar HCV replikasyonu igin etkili bir hiicre sistemi
geligtirilememisse de bazi ilerlemeler kaydedilmistir(86). Simdiye kadar in vitro HCV
infeksiyon ve replikasyonu i¢in insan hepatositleri, periferal kan lokositleri, insan B
hiicre kdiltirleri, fare-retrovirusu ile infekte insan T-hiicre kiltirG(Molt 4-Ma) gibi



hicreler kullanilmigtir. Aslinda bu hicrelerden kigiik bir kismi  infekie
edilebilmektedirler. in vitro olarak farkli HCV inokilimlarinin Molt 4-Ma hiicre
kuitiriinde sempanze modellerine benzer infeksiyon 6zelligi gosterdigi bulunmustur.
Bu hiicre Kkiltirli, HCV'nin nétralizasyonu ve kronik infeksiyonlar esnasinda
nétralizasyondan kacan mutant viruslarin incelenmesi amaciyla
kullanilmaktadir(48).

HCV infeksiyonunun Klinik Ozellikleri

Hepatit C virus infeksiyonlarinin inkiibasyon streleri HAV ile HBV'nin
inklibasyon siireleri arasinda (2-26 hafta arasinda degigmekte) olup ortalama 8-10
hafta kadardir. Akut HCV infeksiyonlari genellikle asemptomatik seyrederler. HCV
ile infekte sahislarin yakiagsik %95'i bir hepatit atag gecirdiklerini
hatirlamamaktadiriar. Sarilikla seyreden klasik hepatit tablosu ile az karsilasilir.
Akut infeksiyonlarin sadece %25'ine yakin bir kisminda sarilik gériilebilir. Ortaya
cikan Klinik belirtiler diger hepatitlere gére daha hafiftir. Istahsizlik, yorgunluk,
halsizlik gibi genel hepatit tablosu yaninda bazi oilgularda karnin sag (st
bolgesinde agn sikayeti vardir. Yine az sayida olguda purpura, Urtiker, deri
dokiintiileri, artralji ve serum hastaligina benzer bulgularin hastalik tablosuna eslik
ettigi bildirilmigtir. Kliclik oranda da olsa hepatomegali,splenomegali gibi bir kag
diger fiziksel bulgular da bildirilmistir(24,34,48,80).

Hastalarin ¢ogu asemptomatik oldugundan hastalik siklikla laboratuvarda
tesadiifen serum aminotransferaz(ALT,AST) degerlerinin yiiksek bulunmasi ile
saptanir. Diger karaciger testlerinin tani degeri sinirli olup ALT yliksekligi HCV igin
daha spesifiktir. Hastaligin seyrine ve kroniklesme durumuna gére ALT dizeyleri
farkh paternler g6sterir(34). ALT dizeyinde hizh bir artig ve bunu takiben normale
dénis daha cok iyilegsen vakalarda gérilir. ALT'nin 6 aydan daha uzun bir sire
ylikselmesi ve yiiksek kalarak devam etmesi ya da inigli ¢ikisgh bir seyir takip etmesi,
kroniklesmenin belirtileridir. Ancak bazen bulgularinda HCV infeksiyonu bulunmasi
ve karaciger biopsisinde inflamasyon saptanmasina ragmen karaciger biyokimya
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testlerinin normal oldugu durumlara da rastlaniimaktadir(24,34,53,80). Akut HCV
infeksiyonundan sonra fulminant hepatit geligiminin bati tllkelerinde nadir olarak
bildiriimesine ragmen Japonya gibi uzak dogu Ulkelerinde HCV'nin tek bagina ya
da diger hepatit viruslan ile birlikte fulminant hepatite neden oldugu
bildirilmistir(49).

Akut HCV infeksiyonlarinin yaklagik %25'inde anti-HCV antikorlan geligir. ALT
diizeyi normale déner. HCV RNA'sI kaybolur ve iyilesme gorilir. Yaklagik %25'inde
normal ALT dizeyi ve anti-HCV antikoru geligmesine ragmen HCV RNA'sI pozitif
kalir. Geri kalan %50'sinde ise kronik hepatit C gelisir Bdylece HCV RNA
pozitifligine gére HCV infeksiyonlarinda kroniklesme orani %75'den fazladir(48,53).
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Epidemiyoloji

Duyarli serolojik testlerin geligtiriimesinden sonra Anti-HCV pozitifligine
dayanilarak yapilan sero-epidemiyolojik calismalaria, HCV infeksiyonlarina biitiin
diinyada degisen oranlarda rastlandigi ortaya konmustur(64,80). Birinci kusak
ELISA testleri ile yapilan ilk galigmalarda, transfiizyon sonrasi hepatit gelisen
hastalarin %50-80’inden HCV'nin sorumiu olabilecegi  gdsteriimistir. Sonraki
caligmalarda daha duyarl, 6zgiil ikinci ve Ggiincii kugak ELISA testleri ile bu oranin
%90'In (lizerinde oldugu goriimiigtiir(1). Seroprevalans caligmalan genellikle
saglikli kan donérlerinde yapildigindan gercek risk gruplarindaki prevalansi
géstermemektedir. Glinimiizde diinyada toplam 300 milyondan fazla kiginin HCV
ile infekte oldugu, ABD gibi bir lilkede buna her yil ortalama 150 bin kiginin katildig
tahmin edilmektedir(8,48). Infeksiyonun siki§ diinyada genel olarak %0.05-2
arasinda degismektedir(8,21,64,80). Bu oran cografi bdlgelere gére farklilk
gésterir. Ornegdin ingiltere gibi Kuzey Avrupa lilkelerinde prevalans %0.05-1.0 iken,
Giiney Akdeniz (ilkelerinde bu oran %2-5, Afrika'da %6 dir(48,80). Yine doguya
dogru gidildiginde bu oranin arthgi gériiimektedir. Seropozitifik oram yas ile
artmaktadir. Ozellikle 50 yas lizerinde HCV infeksiyonu insidansinin arttd
gértlmistir. Japonya'da yapilan bir calismada 6-15 yaglarindaki ¢ocuklarda
serokonversiyon gézlenmemistir. Ancak bu yaslardan sonra serokonversiyonda
dizgin bir artis kaydediimistir(64,93). Misirin kirsal alanlarinda yapilan bir
caligmada 1-5 yaslarindaki ¢ocuklarda anti HCV pozitifligi %2-3, 6-10 yaslarinda
%5.8 ve 9-15 yaglarinda ise %9.7 olarak bulunmustur(73).

Ulkemizde de HCV infeksiyonlarinda anti HCV pozitiflijine dayanilarak
yapiimig cok sayida caligma bulunmaktadir. Normal popllasyonda ve kan
dondrlerinde yapilmig olan bu ¢aligmalar boélgelere gére farklihklar géstermekie
birlikte HCV infeksiyon orani ortalama olarak %0.3-1.8 arasinda
degismektedir(22,81).
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Sadece anti-HCV pozitifligine dayanilarak yapilan ¢aligmalarnn infekte/tagiyici
bireylerin tamamini yansitmayacagi disiniiimektedir. Bunun nedeni antikor tarama
testlerinin duyarliiginin henliz tim anti HCV pozitifliklerini saptayabilecek dizeyde
olmamasi veya yalanci pozitif sonu¢ verebilmesidir. Yine kimi olgularda anfikor

yanitl ya hi¢ gelisememekte ya da ¢ok kisa sureli olmaktadir.

Bulagma yollari: HCV'nin bilinen bir vekiérii ya da bir rezervuan yoktur. insan,
bilinen  tek konaktir. infeksiyon baglica parenteral ya da perkiitan yolla

bulagmaktadir.

Parenteral bulagmanin en iyi bilinen gekli kan ve kan Urdnleri ile olanidir.
Antikor taramasi yapilmadan gerceklestirilen transflizyonlardan sonra geligen
hepatit olgularinin %90'Indan fazlasindan HCV infeksiyonlari sorumludur. Kan ve
kan Grinlerinin ¢ok duyarlh yontemlerle taranmaya baglanmasindan sonra bu yolla
bulagsma riskinde 6nemli dusgliglerin kaydedilmesi bu yolun efkinligini
gostermektedir. intravenéz ve intramuskiiler immiinoglobulin preparatlari ile de az
da olsa HCV bulagmasi miimktindiir(1,17,24,37).

Diger bir yiiksek risk grubu intravenéz(iV) ila¢ ve madde kullananlardir. iV ilag
ve madde bagimlilari 6zellikle kontamine enjektorleri paylagmalan nedeniyle
cogunlukla HCV ile infektedirler. Epidemiyolojik veriler bagimlilik siresi ile anti-HCV
pozitifligi arasinda bir korelasyon olabilecegini gdstermektedir. Tek kullammiik
enjektorlerin kullaniimasi ile de bu yolla bulagma riskinde 1989 yilindan itibaren
belirgin bir azalma gériilmastir(14,17,37).

Hemodiyaliz hastalari da HCV igin bir diger risk grubunu olusturmaktadir.
Diyaliz sayisi ve slresi bu riski artirmaktadir. Diyaliz éncesi anti-HCV taramalarinin
bu grup hastalarda da HCV infeksiyon riskini bliyllk oranda azaltacag
distnilmektedir. ideal olam anti-HCV pozitif hastalarin ayri diyalize tabi
tutulmalandir. Ancak bu hastalar gerek hastane, gerekse aile i¢i bulagma riskine
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her zaman aciktir. Bébrek, karaciger, kalp gibi solid organ transplantasyonlar da
HCV infeksiyonunun bulagmasina neden olabilmektedir (17,24,93).

Bilinen parenteral bulagma risk faktérlerini tagimayan Kkigilerde ortaya ¢ikan
sporadik ya da toplumda kazaniimig HCV infeksiyonlar non parenteral yol ile de
bulagabilmektedir. Bunlarin baginda cinsel yolla bulagma gelir. Ancak HCV'nin
HBV'ye gore viremi ve infeksiyon olusturma diizeyleri diigiik oldugundan bu yolla
bulagmanin gerceklesebilmesi i¢in uzun siire ve ¢ok sayida temas gerekmektedir.
HCV viremisi ve kronik karaciger hastahgi olan kigilerin egleri HCV infeksiyonu
bakimindan risk altindadirlar ve bu risk beraberlik stireleri ile artmaktadir. HCV'nin
cinsel ikigki ile bulagma riskinin diigtik olmasi nedeniyle homosekstiel erkekler ve
fahigeler édnemili bir risk grubu olusturmamaktadirlar (1,7,17,23,24,82).

HCV'nin anneden-bebege(vertikal) gegcisini saptamak oldukg¢a guictiir. Ciinku
bebekteki anti HCV pozitifligi 6zellikle yasamin ilk aylarinda annenin antikorunu
yansitiyor olabilir. Fakat maternal HCV RNA'nin gegigini élgen aragtirmalarda bu
yolla gegisin de miimkiin olabilecegi gésterilmistir. Bu yolla bulagmada annenin
HCV RNA diizeyinin yiiksek olmasi(>10° virus/ml.) énemli bir faktérdir. Bulagma

dogum esnasinda ya da dogumdan kisa bir stire sonra olabilir(48).

Epidemiyolojik verilere gore olgularin %40 kadarinda HCV ile hi¢ bir olasi
bulagma yolu saptanamamaktadir. Bu sporadik vakalardaki infeksiyonun bulagma
mekanizmasi belirsiz olup bulagmanin muhtemelen salya, gbzyasi gibi viicut sivilar
ve aile ici yakin temas ile(aile iginde cinsel olmayan yollarla bulagsmanin stk
olmamakla birlikte gérilebilecegi ve bu tiir bulagmalarin, virus iceren viicut salgilari
ile temas sonucu olabilecegi disliniiimektedir.) veya infekte ve Iyi sterilize
edilmemis ortak kullanilan araclarla olabilecegine dair gérigler ileri strlimistir.
Ornegin; akapunktur, dégme, dis cerrahi girigimleri, kaza ile igne batmasi(sagik
personeli), infekte cam enjektér, trasg bigcagi kullamimi vs. gibi faktérler HCV
infeksiyonunun bulagmasinda rol oynayabilmektedir(17,23).
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Patogenez ve Patoloji

PT-NANB hepatitlerinin esas nedeni olarak bilinen HCV infeksiyonlari
genellikle perkitan ve parenteral bulagma sonucu ortaya cikar(24,34). Viremi
genellikle infeksiyon etkeninin alinmasindan bir hafta sonra gérilir. Yapilan
caligmalarda deneysel olarak infekte edilen gempanzelerin hepatositlerinin cogunda
infeksiyonu takiben 2 gln iginde ve serumlarinda ise bundan 1-2 giin sonra
genomik RNA'nin vari§i gésterilmistir(61,87). infeksiyonun akut dénemi birkag ay
stirebilir ve bu esnada hastalar genellikle viremiktirler. infeksiyonu takiben birkag
hafta icerisinde hepatositlerin hasarlanmasi sonucu serum aminotransferaz
dizeyleri (alaninaminotransferaz, ALT ve aspartat aminotransferaz, AST) ylkselir.
infekte Kigilerin %50'sinden fazlasinda kronik hepatit gelisir. Kronik infeksiyon
gelisen kigilerde ALT dizeyleri tipik olarak inig cikiglar gdsterir ve hastalar
genellikle viremiktirler. Kroniklesmeyen vakalarin bir kisminda akut infeksiyonu
takiben serum ALT diizeyi normale ddéner(14,87,91). infeksiyon normal seyrini
tamamlayarak iyilegsme ile sonuglanirken, vakalarin biyik bir kisminda yine viremi
devam eder. Bu gibi kigilerin hepatositlerinde immiinofloresans metodu ile HCV

antijenleri gésterilmigtir(26).

HCV'nin kronik infeksiyonlarinda patogonomik sayilabilecek histopatolojik
bulgular yoktur. Ancak bazi bulgulara C hepatitinde diger viral hepatitierden daha
sik olarak rastlanir. Bu hastalarin karaciger biopsilerinde portal alanlarda fokal
lenfosit birikimi, hepatosit sitoplazmalarinda biiyllk yag damiaciklar, lobller
sinusoidal inflamasyon hiicre aktivasyonlari, daha az oranda da safra kanal hasari

ile hepatosit sitoplazmalarinda eozinofilik Mallory cisimcikleri gérilir (37,54,88).

Kronik HCV infeksiyonlarinin histolojik ozellikleri, kronik persistan hepatitte
(KPH) ve kronik aktif hepatitte (KAH) farkliliklar géstermektedir. KPH'de inflamatuar
infiltrasyonlar sadece portal alanlarda sinirhdir. KAH'de ise infiltrasyon c¢evre

parankime dogru yayilir, bunun sonucu hepatosit harabiyeti olugur ve rejenerasyon
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odaklari geligir. KAH'in siroza déniiglim riski daha yliksek olmakla birlikte, KPH'in
de siroza neden olabilecegi bildiriimektedir (37,54).

Kroniklegen vakalarda, KPH olgularinin bir kismindan KAH geligir. Yillar sonra
bu gibi olgularin yaklagik %20’sine yakin bir kisminda siroz olusumu gérillr. Sirotik
olgularin yaklasik %20-25'inde ise karaciger yetmezligi ortaya c¢ikar. HCV
infeksiyonlarinin daha ileri ve énemli bir sonucu da hepatoselliiler karsinomadir
(HSK). KAH den siroz ve sonra HSK ya gegis gorilmektedir. Bu gegis yavas ve
kademeli olup, HCV infeksiyonlari baglamasi ile siroz ya da HSK baslangici
arasindaki siire ortalama 21-29 yil kadardir(52,53).

HCV'nin karaciger hastaliginin biitlin bu farkli gekillerinin olugmasinda rolii
oldugu disginulirse de, yas, alkol kullanimi, hepatit B virusu (HBV) ile ko-infeksiyon
ve konagin immiin sistem yetmezligi gibi yardimci faktérlerin de bu evrelerin olugma
sekil ve slrelerini etkiledigi gérliimektedir. Ayrica infeksiyonun bulasma sekii de
hastaligin seyrini etkileyebilmektedir. Zira PT HCV infeksiyonlarinin, intra venéz ilag
ve madde kullanimina bagli gelisen HCV infeksiyonlarindan daha ciddi seyrettigi
gorulmistiir. Bunun da nedeni muhtemelen virusun baglangi¢ infeksiyon dozunun

ylksek oimasindan kaynaklaniyor olabilir(37,66,92).

Ashnda HCV infeksiyoniarinin patogenezi heniiz tam olarak agikliga
kavugmamistir. infeksiyon esnasinda meydana gelen karaciger hiicre harabiyeti
virusun sitopatik etkisine ya da infeksiyona kargi olugsan immiin yanita bagii olabilir.
Ancak olugan immiin yanittan himoral yanitin mi yoksa hicresel yamtin mi
hastaligin patogenezinden sorumiu oldugu heniiz agikliga kavugmamistir. Kantitatif
calismalar, asemptomatik olarak virusu tagiyan ve normal ALT diizeyine sahip kan
donérlerinin dolagimlarindaki HCV RNA diizeyinin, kronik karaciger hastaligi olan
kisilerden daha disik diizeyde oldugunu géstermigtir. Oyleyse karaciger
hastaliginin siddeti dogrudan viral RNA ile ilgili olabilir. immun sistemi bozuk ya da
karaciger transplantll hastalarda transplantla ilgili immiinsiipresyon nedeniyle
dolagimda yiksek titrede virus variigi saptanmigtir(48,56).
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HCV infeksiyonlarinin son dénemlerinde HCV'ye &zgii antikorlarin ortaya
cikmasi karaciger harabiyetinin siddetini, vireminin devamini, ya da ortadan
kaldirilmasini ¢ok blyiik oranda etkilemektedir. Her nekadar karaciger harabiyetinin
bir kismi dogrudan HCV’nin sitopatik etkisi sonucu ortaya ¢ikmakta ise de, son
zamanlarda kabul géren gériis konagin immiin cevabinin, ézellikle virusa 6zgl
sitotoksik T lenfositlerin, hiicre hasarinda rol oynayan faktor oldugu yolundadir(40).
HCV tarafindan kodlanan yapisal ve yapisal olmayan proteinlerdeki bir cok epitopu
taniyabilen MHC-1 bagimii CD8sitotoksik lenfositler(CTL) hastalarin gogunun
karaciger infiltratlarinda gésterilmigtir. Alfa INF tedavisi ile karaciger infiltratlarindaki
CD8" lenfosit sayisi ve serum ALT diizeylerinin diigmesi arasinda bir uyum oldugu
goriilmiistiir(48). HCV'ye 6zgl sitotoksik lenfositler hem infekte sempanzelerin
karaciger infiltratlarinda hem de hastalarin periferal kanlarinda gosterilmistir. Kronik
hepatitli kisilerde MHC-Il bagimh CD4 lenfosit yanitinin, hem periferal kanda hem
de karaciger infiltratlarinda, bitiin HCV proteinlerine ézellikle de NS4 proteinlerine
kargi antikor olusumuna yardimci oldugu gosterilmistir(40,48). Anti-HCV
serokonversiyonu sahislara gére degigmeklie birlikte infeksiyon baglangicindan 7-31
hafta kadar sonra olugabilmektedir(48).

HCV infeksiyonlarinin nasil kroniklestigi ve virusun immin yanittan nasil
kagabildigi tam olarak bilinmemektedir. Bir goriise gére kroniklesme immiin yanittan
kagabilen viral mutantlar ile iligkilidir. HCV ile infekte bireylerde ve sempanzelerde
yapilan deneysel calismalara goére, infeksiyonun basglangicinda olugan humoral ve
hiicresel immin yanit infeksiyon slresince virusun eliminasyonunu
saglayamamakta, dolayisiyla konagin HCV’ye karg gelistirdigi immiin yanit virusa
bagi ézellikler nedeniyle yeterli olamamaktadir. Bu nedenle virus konagin immiin
denetiminden kurtulabilmektedir. HCV infeksiyonlari insanlarda antikorlarin
varhginda bile c¢ok bilyilkk oranda kroniklesebilmektedirler. Sdyle ki; akut
infeksiyonlarda antikorlar serbest viruslari nétralize eder, bu nétralizan antikorlarin
etkisi ile viruslar infekte hepatositlerde sinirli kalir veya infekte oimamig hiicrelerin
infeksiyonu énlenir ve sliratle HCV RNA titresinde bir azalma gérilir. Ancak bazi
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durumlarda infeksiyonun seyri sirasinda viral genomun bazi bdlgelerinde
mutasyonlar geligtigi ve bdylece virusun imminolojik denetimden kacarak "escape
mutantlar" gelistirdigi dasinilmektedir. HCV genomunun biitin bdéigelerinde
mutasyonlar saptanabilmekteyse de, en yilksek oranda mutasyonun saptandig
bélge E2 deki 28-30 amino asitlik bir bolgedir. Bu bdlgeye ¢ok degisken bdige
“hypervariable region”(HVR) adi verilir. HVR’deki bu degisiklik HCV infeksiyonlar
sirasinda yeni varyantlarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Ortaya c¢ikan bu
yeni varyantlar mevcut antikorlarin nétralizasyon etkilerinden kurtularak yeni bir
infeksiyonu, yeni bir infeksiyon ise yeni varyantlar ortaya ¢ikararak infeksiyonun
devam etmesini saglar. Olugan antikorlarin da mevcut varyantlarin eliminasyonuna
yetmeyerek bu sekilde HCV infeksiyonlarinin immiin seleksiyonla kroniklegmesine

neden olabilecegi diisliniilmektedir (53,87,95).

HCV’nin ayni zamanda bazi hepatik ve ekstra hepatik otoimmin hastaliklarin
etyopatogenezinde de rol oynayabilecegi gdsterilmistir(15,63). Dolagimiarinda
konak karaciger ve bébrek mikrozomlarina karsi antikor(anti-LKM) varligi gésterilen
tip2 otoimmiin hepatitli kigiler ile antinlikleer antikor(ANA), diiz kas antikoriari(DKA)
ihtiva eden tip1 otoimmiin hepatitli kigilerin bir kisminin HCV yéniinden viremik
oldugu gdsterilmistir(15). Aslinda HCV'nin bu tip otoimmin hastalikiarin
olusumundaKki roliiniin pek ag¢ik olmamasina kargin, bazi ekstrahepatik otoimmiin
hastaliklardaki rolleri daha iyi belirlenmigtir. Mikst kriyoglobulinemi ve
membranoproliferatif glomerulonefrit'li hastalarin blylk ¢ogunlugunda HCV
niikleokapsid proteinlerine karsi antikor varliina ek olarak HCV RNA'sinin varligi
da belirlenmigtir. Sjégren sendromu, porfira kutenea tarda ve idiopatik
trombositopeni gibi hastaliklar da HCV ile iligkili diger otoimmiin hastaliklar

arasinda yer almaktadirlar(15,63).
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Laboratuvar Tanisi

Farkli hepatotropik etkenler tarafindan meydana getirilen karaciger
hastaliklarinda klinik semptomlar birbirine benzemektedirler. Lenfoid foliklllerin
varligi ve sinuzoidal enflemasyonlar, steatosis(karaciger yaglanmasi) ve safra
kanali hasari gibi histopatolojik bulgular HCV infeksiyonlarinda da gézlenmesine
ragmen, sadece HCVye 06zgl bulgular degildir. Periportal hepatosit
sitoplazmalarinda goézienen eozinofilik "Mallory benzeri cisimcikler” HCV igin
karakteristik olmakla birlikte kronik olgularin sadece %20’sine yakin bir kisminda
goruliir(54,88). Bu ylizden Kklinik olarak asemptomatik sahislarda 6zgil tam yalniz
virusa ait spesifik markirlarin gésterilmesi ile mimkdin olabilmektedir. Zira hastaligin
tanisi, tedavinin takibi ve HCV infeksiyonunun yillar sonra ortaya c¢ikabilecek

sekelleri agisindan 6nem tagimaktadir.

Glnimizde HCV infeksiyonlarinin tanisi, virusun yapisal ya da yapisal
olmayan proteinlerine kargi olugsmug antikorlarin serolojik testlerle gésterilmesi; ya
da dogrudan vireminin saptanmasi amaciyla virus’a ait niikleer materyalin(RNA)
gosterilmesi ile miimkiin olabilmektedir(12,46,51,55,90,94).

Antikor Saptanmasi: Baglangicta serolojik tani, HCV genomunun NS4
bélgesine ait c-1-1 ve ¢-100-3 proteinlerinden, rekombinant ya da sentetik
antijenlerle hazirlanmig ticari ELISA Kkitleri ile bu proteinlere kargi olugmus
antikorlarin saptanmasi ile mimkin olabilmekte idi (55). Birinci kugak ELISA
testleri adi da verilen bu testlerle, ilk zamanlar HCV'nin temel epidemiyolojisi
acisindan énemli bilgiler elde edilmistir. Ancak bu testler gliniimizde yetersiz
duyarlihkta olmalari ve dusik risk gruplarinda yanlis sonuglar verebilmeleri
nedeniyle kullanimdan kalkarak, yerlerini ikinci ve Uglincli kugak ELISA testlerine
birakmiglardir(5,32,46,67,90). Birinci kusak HCV ELISA test sonuglarinin
dogrulanmasi igin birinci kusak rekombinant immiinoblot (RIBA-1) testleri
geligtiriimig olup, bu testte de yine ¢-100-3 antijenine kargi antikor aranmakta, fakat
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kullanilan farkh teknik(immiinoblot) sayesinde, protein kontaminasyonu sonucu
olusabilen ELISA yalanci pozitifliginin éniine gecilmektedir.

Daha sonraki galigmalarda serolojik testlerde duyarlilik ve 6zgilligl fazla
olan ikinci(c-100-3 proteinine ilave olarak c22 proteini ihtiva eder) ve lglncii(c22,
NS3, NS4 ve NS5 proteinlerini ihtiva eder) kusak olarak bilinen ve virusun yapisal
olmayan proteinlerine ilaveten yapisal proteinlerini de iceren, rekombinant ve
sentetik(nonspesifik baglanmalari énler) proteinlerden hazirlanan ELISA testleri
geligtiriimigtir. Duyarlilk ve &zglliigli cok yiiksek olan bu testlerde yalanci
pozitifligin(6zellikle imminoglobilin diizeyi yliksek olan hastalarda, otoimmiin
karaciger hastaligi olanlarda ve sirozlularda) hala sorun olmasi nedeniyle, pozitif ve
stipheli sonuglarin dogrulanmasi icin yine ayni kugsak RIBA testleri
gelistirilmistir(46,90).

HCV ile infekte sahislarin HCV'nin farkl proteinlerine kargi immiin cevaplari
farklidir. Bu nedenle tanida bir grup protein kombinasyonunun bulunmasi hastaligin
erken tanisi ya da serokonversiyonun saptanmasit acisindan 6nemlidir(90).
Serokonversiyonun ortaya ¢gikma siiresi 7-31 hafta arasinda degigsmektedir. HCV ile
infekte sahisiarda serokonversiyon genellikle niikleokapsid ve zarf proteinlerine
karsi olugmaktadir., immiinosipresif olgularda ise antikor yanitinin olugamayacagi
bildiriimektedir(48,97).

Vireminin Saptanmasi: HCV infeksiyonlari yliksek oranlarda kroniklegerek
siroz ve hepatoseliiler karsinoma gibi 6nemli komplikasyonlara neden olmaktadir.
Yaglilarda, vireminin yilksek oldugu hastalarda ve imminosiiprese olgularda
kroniklesme riski daha yilksektir(21,34,52,80,85). infeksiyonun antikor tarama
testleri ile tanimlanmasinda aktif bir infeksiyonla, gegirilmig bir infeksiyonun
birbirinden ayirt edilmesi mimkiin olamamaktadir. Zira viremi, antikorlarin
varhginda bile gériilebilmektedir. Ayrica serokonversiyon igin belirli bir siire
gecmesi gerekmektedir. immiinosiiprese olgularda ise antikor yamti hig
olugsmayabilir(5,46,565,67,90). Bu gibi durumlarda serolojik testler yiiksek
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duyarhliklarina ragmen taniya yardimci olamaz. Bu nedenle vireminin belirlenmesi
aktif bir infeksiyonun tanimi igin 6nem tagimaktadir. HCV'nin invitro sartlarda
retilebilecegi hiicre kiiltiir sistemlerinin olmamasi ve viral antijen titrelerinin ¢ok
disiik olmasi nedeniyle vireminin varhgi, bilinen immiinolojik ve hiicre kiltar
yontemleri ile goOsteriiememektedir. Diger taraftan klinik 6rneklerden elektron
mikroskobu ile HCV identifikasyonu henliz uygulanabilir bir yontem degildir. Bu
nedenle vireminin varl@i ve takibi sadece viral niikleik asitlerin(HCV-RNA)

gosterilmesi ile mimkiin olabilmektedir(32,94,97).

Niikleik asit amplifikasyon yéntemlerinden olan Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PCR) son yillarda yaygin olarak kullanilan tekniklerin baginda gelmektedir.
Seksenli yillarin ortalarinda Saiki ve arkadaglar tarafindan geligtirlen bu teknik,
tanisal amagla HCV RNA’sinin gdsterilimesinde, HCV'nin klonlanmasindan sonra
yaygin olarak  kullaniimaya baglanmistir(32,94). Ancak, bu uygulamalarin
standardize olmamasi 6nemli bir sorundur. PCR ile karaciger dokusunda ve
serumda HCV RNA varhig arastirilabilir. PCR ile HCV infeksiyonu bulagmayi
takiben Gglincli gilinden itibaren saptanabilmektedir. HCV genetik degisikliklerin
yuksek oranda gérildigu bir virustur. Bu nedenle amplifikasyon igin ( hedeflenecek
bélge) genomun en iyi korunan bolgesi olan 5’NCR' a 6zgi primerler tercih edilir.
Ayrica son yillarda, yine bir hedef ¢ogaltma ydntemi olan "nucleic acid-based
amplification(NASBA™ )” ve bir sinyal c¢ogaltma yéntemi olan’branched
DNA(bDNA)” teknikleri de HCV'nin tanimlanmasinda yeri olmaya basglayan yeni
molekiiler biyolojik yéntemlerdir(97).

Korunma ve Kontrol

HCV'nin genetik yapisinin belirlenmesinden sonra deneysel olarak
sempanzelerde rekombinant HCV proteinleri ile hazirlanan agilarla Gmit verici
sonuclar alinmigsa da bugln i¢in henliz insanlara uygulanarak immin yanitin
olugmasini saglayabilen etkili bir agi geligtirilememistir. infeksiyonlu kisilerde olugan
anti HCV antikorlarinin  koruyucu olmamas: (virusun eliminasyonunu
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saglayamamasi), nétralizan antikorlarin tam olarak bilinmemesi, HCV' nin stabil bir
yapida olmamasi ve farkl genomik tiplerinin varligi ag! geligtiriimesinde en énemli
engeller olarak gériilmektedir. Anti-HCV antikorlari ihtiva eden immiinglobdlinlerin
de deneysel etkinligi bilinmekle beraber, pratikte uygulanma alanlar heniiz
yoktur(22,24,48).

Glindmiizde HCV infeksiyonlarina kargi korunma, yalniz  infeksiyon
kaynaklarina ve bulagsma yollarina karg! alinacak 6nlemlerle sinirh kalmaktadir.
Kan ve kan (urinlerinin, geligtirilen serolojik testlerle c¢ok dikkatli olarak
taranmasindan sonra, transfiizyon sonucu meydana gelen HCV infeksiyonlarinin
olugma riski olduk¢ca azalmig, ancak tamamen ortadan kaldirilamamigtir. Bunun
nedeni kullanilan testierin yeterince duyarli ve ézgiil oimamasi, seronegatif kisilerde
de HCV RNA'sinin bulunabilmesidir. Bu nedenle - HCV infeksiyonlarindan
korunmada, kan ve kan drinleri ile organ vericilerinin HCV yéniinden incelenmesi,
gereksiz kan trénsfﬁzyonlarmdan kaciniimasi, hemodiyaliz hastalarinin ayriimasi,
risk gruplarinda bulunaniarin egitilmesi gibi 6nlemlerin alinmasi biyiik 6nem
tagimaktadir. Kroniklesme ve siroz gelisme olasiligi cok yiliksek oranda
gorldigiinden, HCV infeksiyonlarinin 6nlenmesi ve tedavisinde etkili olabilecek bir
cok yaklagim denenmigtir. Kortikosteroidler gibi anti-inflamatuar ilaglarin karaciger
inflamasyonlarini azalthig: gériiimiigse de, bagigiklik baskilayici tedavinin gercekte
hastaya zararli oldugu ve sirozun daha ¢abuk gelismesine neden oldugu ortaya
konmustur. Bugline kadar lzerinde caligilan nikleozid anologlarindan yalnizca
ribavirin’in etkili olabilecegine dair izienimler elde edilmigse de, bu konudaki
deneyimler siniriidir. Kronik NANB(HCV) infeksiyonlarinin tedavisinde alfa
interferon uygulanmasi 1986 yilindan beri ¢ok sayida randomize c¢aligmalarla
surdurtlmistir. Gunimiizde HCV infeksiyonlarinin tedavisinde klinik deneyimi ve
etki mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte IFN'lar(IFN alfa 2a"Roferan,
Roche", IFN alfa 2b"intronA,Schering”, IFN alfa n1-Human Lenphoblastoid-
"Wellferon, Welcom") kullaniimaktadir(31, 58).
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Yapilan bir ¢cok aragtirmada IFN ile etkili bir tedavi elde edilmesi igin IFN’nin
uygulanma siresi,dozu, hasta se¢imi Uzerinde durulmus ve birgok tedavi
protokolleri denenmigtir. Bu aragtirmalarda 6 veya 12 ay siire ile haftada 3 defa 3-6
MU alfa IFN tedavisi uygulanan hastalarda tedavi sirasinda ALT diizeylerinin %45-
80 oraninda normale dénebilecegi ortaya konmustur. Tedavi géren hastalarin bir
kisminda tedavi kesildikten sonra niiks gdriliirken, yaklagik %30’'unda ALT
diizeylerinin uzun bir sire normal sinirlarda kaldigi, HCV RNA'sinin negatiflestigi ve
kontrol gruplarina oranla karaciger histolojisinde belirgin dizelmelerin oldugu
gézlenmigtir. Bu aragtirmalar sonucunda IFN tedavisinin basarisinda bazi
faktérlerin énemli rolleri olabilecegi diistiniiimistirr. ilk olarak, karaciger hasarn daha
hafif olan hastalarda, ileri derecede karaciger harabiyeti gelismig olan hastalara
oranla, tedaviye yanit alma gsansinin daha yiiksek oldugu gérllmuisgtir. Tedaviye
yanit ile yas arasinda da bir uyum vardir. Zira yagh hastalarin tedaviye iyi yanit
vermedigi g6zlenmektedir. Tedavi sonrasi geligen niiks olaylarinin azaltiimasi i¢in
IFN dozunun ve uygulama stiresinin artiriimas: gerekliliginin bildiriimesine ragmen,
bu konu Uzerindeki ¢alismalar heniiz kesinlik kazanmamigtir. Tedavi 6ncesi serum
HCV RNA dizeylerinin diigiik ya da yiiksek olmasi, HCV genotipi(HCV tip1
infeksiyonlarinin IFN'a tip2 ve 3'den daha direngli oldugu belirtiimektedir.) ve HCV
genomunun E2/NS1 béigesinde HVR deki mutasyonlar IFN tedavisine yaniti
etkileyebilecek diger faktorler arasinda yer almaktadir(22,31,58,72).
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GEREC VE YONTEM
Hasta ve Kontrol Grubu

Subat 1997 - Ocak 1998 tarihleri arasinda Gilhane Askeri Tip Akademisi ve
Askeri Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji ve infeksiyon hastaliklari klinikleri tarafindan
hepatit C slphesi ile génderilen 50 hasta serumu cgaligma kapsamina alind.
Hastalarin tiiminde anti- HCV antikorlari pozitif, 41 hastada serum ALT dizeyi
ylksekken 9 hastada ise normaldi.Calisma kapsamina alinan hastalarin yas,
cinsiyet durumlari, laboratuvar ve histopatolojik bulgular hastalarin kendilerine
sorularak veya dosyalar incelenerek kaydedildi.

Elli hepatit C hastasinin 22'si kadin 28’i erkek olup yaslar 11-66 (ortalama
39.1) arasinda degismekteydi.Hasta gurubu digsinda GATA biinyesinde Kliniklerle
dogrudan iligkisi olmayan Unitelerde ¢alisan, anti-HCV antikorlari negatif, serum
transaminaz degerleri normal, yaglari 22 ile 52 (ortalama=43.3) arasinda degisen,
saglhkl 13 kadin 27 erkek toplam 40 kisi ise kontrol grubu olarak alind.

Bireylere ait serum 6rnekleri dondurup ¢6zme igleminin, sonuglar olumsuz
etkilememesi igcin kiiglik hacimlere bdliinerek PCR analizleri yapilana kadar
-20°C de saklandi.

HCV-RNA’nin Saptanmasi

HCV genomik RNA'nin saptanmasinda nested-RT-PCR yéntemi kullanildi(18).
Uyguladigimiz yéntemde kullanilan tampon, solusyon ve diger maddeler asagida

verilmigtir:
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Solusyon D (Denatiirasyon solusyonu): 4.2 M guanidine thiocyanate (Serva),
0.75M Na-citrate (pH 7.0 Sigma), 25 mM EDTA (Sigma), %0.5 wt/vol
sarkosyl(Sigma), 0.1 M beta-merkapto etanol(Sigma).

Water saturated phenol, pH4.3 (Sigma)
Chloroform-isoamyl alcohol (49:1) (Sigma)
4M sodium acetate, pH:4 ( Sigma)
isopropylalcohole (%99.7) (Merck)
Ethanole (%75)

Diethyl pyrocarbonate (DEPC,Sigma) (Nonspesifik bir RNAse inhibitériiddr).
RNA ekstraksiyonu stiresince kullanilan butiin solusyonlar %0.1lik DEPC ile

muamele edilmig deionize distile su ile hazirlanip sterilize edilerek kullanildi.

RNAse inhibitorii ( Sigma)

Reverse transcriptase (M-MuLV RT, Epicentre)

10X RT tamponu (Epicentre)

25mM MgCl: 1 M MgCl, (Sigma ) stok solusyonundan hazirlandi

Deoksiniikleosid trifosfat (dANTP) karigimi: Bu karigim 100mM dATP, 100mM

dGTP, 100mM dCTP ve 100mM dTTP (Epicentre )'in her birinden 10mM igerecek
sekilde hazirlandi.

Taq DNA polimerase (GATA)
10X Taq tamponu: 100mM Tris-HCI(pH8.3), 500mM KCI, %0.8 NP40

Oligoniikleotid primerier(18): HCV genomunun 5’NCR de 251bp (baz sayisi)
uzunlukta bir bélgeyi hedef alan bir takim dig (209 ve 939) ve bir takim da i¢
(nested) primer (211 ve 940) liyofilize olarak MWG-Biotech GmbH (Almanya)

firmasina sentezletildi. Bu primerlerin dizilimleri Tablo - | ve Il'de gésterilmisgtir.
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Tablo- I. Calismada kullantlan oligonukleotid primer dizilimleri (Nested)

Ismi Bolge &'baz Pol* L S 3 sdizilimi

209 NCR 8 - ATA CTC GAG GTG CAC GGT CTACGA GACCT
211 NCR -29 - CAC TCT CGA GCA CCC TAT CAG GCA GT
938 NCR -297 + CTG TGA GGAACT ACT GTCTT

840 NCR -279 + TTC ACG CAG AAA GCG TCT AG

* Polarite: Primer dizilimlerinin oryantasyonu (- antisens + sens)

Tablo- 1l. Galismada kullanilan oligonukleotid primer dizilimleri (Non-nested)

Ismi  Bélge 5 baz Pol. SF. .. J. 3' dizilimi
AK-1 NCR -17 - GCACTCGCAAGCACCCTATC
AK-2 NCR -284 + CTGTCTTCACGCAGAAAGCG

Primerler 100 pmol/ul olacak gekilde sulandirilip kiiglik porsiyonlar halinde -20°C

de kullanilincaya kadar sakland.

- Jel-yiikleme tamponu: 6X (%0.25 bromophenol blue(Bio-Rad), %0.25 xylene
cyanole FF(Bio-Rad) , %40 sucrose( Sigma)).
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RT PCR Galigma Protokolu
RNA'nin Saflagtiriimasi (18):

Acide-quanidium-phenol-chloroform ydntemi ile RNA saflagtirma iglemi
(Nested ve non-nested i¢in) Chomszynski ve Sachhi (18)'ye gére yapildi:

Her caligmada daha énce PCR ile RNA pozitifligi ve negatifligi bilinen kontrol
serum ornekleri cahgmaya dahil edildi.

Ornek hazirlama odasinda;

1. 100 pl hasta serumu + 500 ul sol.D + 50 ul sod. Acet. + 500ul phenol +
100 ul chloroform-isoamyl alcohole (49:1) 1.5 ml lik steril bir ependorf tlipli

icerisine konarak, vortekslendi ve 15 dakika buz {izerinde bekletildi.

2. +4°Cde 10 000 g de 20 dakika santrifiij edildi. Bu agamada RNA’ larin {ist

fazda, DNA ve proteinlerin ise fenol ve ara fazda yer almalari saglanmis oldu.

3. Ust (berrak) faz dikkatlice yeni bir ependorf tiipe alinip, iizerine esit

miktarda isopropilalcohole ilave edilip vortekslendi.

4. Tekrar +4 °C de 10 000 g de 20 dakika santrifiij edilerek RNA'nin ¢ékmesi

sagland.
5. Cokelti lizerine %75’lik ethanole’den 500 pl ilave edilip hafifge vortekslendi.

6. Tekrar 10 000 g de 20 dakika santriflij edildi. RNA’ lar tekrar ¢oktiriilerek,
ust faz atilip dipteki ¢ékelti 10 - 15 dakika havada kurutuldu.

Bu safhaya kadar RNA'lar ortamdaki guanidinium isothiocyanate nedeniyle
ribonlikleazlardan korunmaktaydi. Bundan sonra RNA'’ lar artik korunmasiz oldugu
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icin bu agamadan sonra riboniikleaz kontaminasyonundan sakiniimasi i¢in gerekli

6zen gosterildi.
7. Cokelti 20-25 pl steril suda 10-15 dakika 37°C’ de bekletilerek ¢ozuld.

8. Bu agamadan sonra RNA’lar cDNA sentezi igin hazir hale gelmis oldu.

Hemen caligiimayacak olan érnekier -80° C de kullanilincaya kadar saklandi.

cDNA Sentezi:

HCV'nin bir RNA virusu olmasi nedeniyle PCR éncesi hazirlanan RNA
suspansiyonundan RT yardimi ile cDNA sentezletiimesi iglemine gegildi. Bu

nedenle her érnek igin :

0.5 ul primer (209, antisens)
14.5 ul ekstrakte edilen RNA

karigimi 65° C’ de 5 dakika tutularak sonra +4° C’de Uzerine;

1l dNTP karngimi (10 mM) (Epicentre)
2ul 10X RT tamponu (Epicentre)

2ul DTT (Epicentre)

0.1ul (50) RT (MuMLV, Epicentre)

hazirlanan bu karigimdan her érnegin Uzerine 5 pl ilave edilip toplam 20 pllik
karigim énce 37° C de 60 dakika, sonra 95° C de 5 dakika tutularak PCR 6ncesi
cDNA sentezi gergeklestirildi.

Her cDNA sentez caligmasina, daha o6nceki caligmalarda RNA pozitifligi
bilinen bir pozitif kontrol, DEPC’li su ise negatif kontrol olarak ilave edildi. Kalan
RNA 6rnegi -80° C’ de saklandi.
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PCR

HCV infeksiyoniu hastalarin serumlarina hem "non-nested-PCR" yéntemi (tek
primer cifti ile tek tur PCR), hemde HCV ye ait partikiil sayisinin az olmasi
nedeniyle duyarlihgl artirmak icin “nested- PCR” yontemi kullanildi, yani HCV ye
6zgul farkli iki ayri primer ¢ifti kullanilarak Ustlste iki ayri tur PCR yapildi.

Birinci Tur PCR (tek 6rnek i¢in 50ul hacimde yapildi).

dNTP karigimi(10mM) 1 ul
10X Tq buffer 5ul
MgCI2 (25mM) 5l
P(209, antisens) 0.5 ul
P(939, sens) 1ul
Tq DNA pol. 2 ul
cDNA 5ul
Deiyonize su 30.5u

DNA amplifikasyonu (PCR) igin, ependorflardaki toplam 50 pl olan final karigim

thermo cycler (Thecne, cyclogene)’e konularak agagidaki isi programi uygulandi:

Denaturation Annealing Extention
Siklus 1 94°C 5 dk
Siklus 2-34 94°C 40 saniye 48°C 40 sn 72°C 1: 30 dk
Siklus 35 72°C 10 dk

Bu sekilde toplam 35 siklus uygulanarak birinci tur PCR tamamlanmis oldu.
Buraya kadar olan iglemlerle "non-nested” yéntemi de tamamlanmis oldu.

28



Her birinci tur PCR caligmasinda daha énceki ¢aligmalarda pozitifligi bilinen
bir cDNA 6rnegi pozitif kontrol olarak ve negatif kontrol olarak da DEPC’li su ilave
edildi. Kalan cDNA érnegi -80° C’ de saklandi.

Ikinci Tur PCR (tek 6rnek icin 50 ul hacimde yapild).

dNTP karigimi(10mM) 1ul

10X Tq buffer 5ul
MgCI2 (25mM) 5 pl
P(211, antisens) 1ul
P(940, sens) 1 ull
Tq DNA pol. 2ul
1.tur PCR drind 5 ul
Deiyonize su 30 ul

ikinci tur DNA amplifikasyonu (PCR) icin, ependorflardaki toplam 50 ul olan

final karigim thermo cycler’e konularak agagidaki 1s1 programi uyguland:

Denaturation Annealing Extention
Siklus 1 94°C 2 dk
Siklus 2-34 94° C 40 saniye 48°C 40 sn 72°C 1:30 dk
Siklus 35 72°C 10 dk

Bu gekilde toplam 35 siklus uygulanarak ikinci tur PCR tamamlanmis oldu. Her
iki tur PCR calismasinda da daha 6nceki ¢alismalarda pozitifligi bilinen bir PCR
ornegi, pozitif kontrol olarak ve negatif kontrol olarak da DEPC’li su ilave edildi.
Kalan birinci tur 6rnegi -80 °C de saklandi.
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PCR Uriinlerinin Analizi

Bu iglem agaroz jel elekroforezi yéntemi ile gerceklestirildi . Bunun igin %2’lik
agaroz jel (Sigma) 0.5xXTBE ile hazirlandi. Horizantal mini jel elektroforez (Bio-Rad)
tankina yerlestirildi. Ornekler, kendi hazirladiyimiz yiikleme tamponu (loading) ile
1/6 oraninda sulandinlarak agaroz jeldeki kuyucuklara molekiil agirh@ standardi
ile birlikte kondu(Molekul agirhgi standardi olarak ¢x 174 fajinin Hae Il restriksiyon
enzimi ile kesilmig parcalari kullanildi). Elektroforez iglemi 80V sabit akim altinda
45 dakikalik bir sire boyunca uygulandi. Daha sonra jel 0.5ug/ml ethidium
bromide(Sigma) iceren distile su icinde 20 dakika boyandiktan sonra boyanin
atilmasi (destain) amaciyla 1mM MgSO4( Sigma) ’li distile suda 10-15 dakika
tutuldu. Tam iglemleri tamamlanan jel, 251 baz ¢iftlik bolgeye kargilik gelen bandin
312 nm dalga boyuna sahip UV transilluminator (Bio-Rad) altinda aranmasi ile

analiz edildi.

Calismamizda kontaminasyon riskini azaltmak icin énerilen kurallara titizlikle
uyuldu. Her calismada test edilecek érneklerin yaninda ve testin her agamasinda
mutlaka bilinen pozitif ve negatif serum érnekleri de caligmaya dahil edildi. Ornekler
en az iki defa test edildi. iki caligmada pozitif olarak bulunan érnekler pozitif olarak
degerlendirildi.

Her iki yéntem arasinda, sonuglar agisindan fark olup olmadigi "bagimii
gruplarda ki-kare testi" ile kargilagtirildi. Ayrica "Nested-PCR" in altin standart
olarak kabul edildigi durumlarda " non-nested " In spesifite,sensitivite, pozitif ve
negatif prediktif degerleri ayri ayri hesaplandi.
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BULGULAR

Bu caligmada hepatit C disinda kalan kronik karaciger hastaligi nedenlerinin
ekarte edildigi ve ELISA testi ile anti HCV antikorlari pozitif 50 hasta serumunda
RT-PCR yontemi ile  HCV-RNA’sinin varligi iki degisik yontemle ( Nested ve non-
nested ) aragtirilarak sonuglari kargilagtirildi.(Tablo-lll)

HCV RNA varligini aragtirmak amaciyla uygulanan  nested-RT-PCR
yontemiyle 50 hastanin 31 (%62 )’inin serum Orneklerinde HCV RNA’si pozitif
bulunurken,ayni 50 hastanin non-nested-RT-PCR yéntemiyle 25(%50)'i pozitifti.
Kontrol grubunu olusturan 40 saghkl bireyin higbirisinin serum 6rneginde her iki
PCR yontemi ile HCV RNA pozitifligi gosterilemedi. Caligma grubuna ait- bulgular
tablo-IV de 6zetlenmistir.

Tablo-IV Caligma grubunu olugturan hastalarda Nested ve non-nested ydntemierin HCV-RNA
pozitifliJi agisindan karsilagtinimasi.

NESTED NON-NESTED Toplam
HCV-RNA (+) 31(%62) 25(%50) 56
HCV-RNA () 19(%38) 25(%50) 44
Toplam 50 50 100

HCV-RNA sonuglari agisindan iki yéntem arasinda istatiksel olarak anlamii

bir fark bulunamadi.(ba§imli gruplarda ki-kare testi, x*=3.6, p<0.05)
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Nested-RT-PCR yéntemi altin standart olarak alindiginda non-nested RT-PCR
yonteminin duyarhiligi %74, 6zgllligh %90 olarak bulundu.Ayrica non-nested PCR
in PPV (Positive productivity value) degeri %92 ,NPV (Negative productivity value)
degeri ise %68 olarak hesaplandi. iki yéntem arasindaki uyumluluk orani ise %80
idi.

HCV RNA'si genomun 5'non coding bdlgesi hedef alinarak kullanilan primer
dizileri ile elde edilen tek basamakl (non-nested) ve iki basamakli (nested) RT-PCR
arasindaki amplifikasyon Grinleri agaroz jel elektroforezinde ethidium bromidle
boyanarak gdsterilmistir(Sekil 1).

1353
1078

872
603

310
281

234

Sekil-1 RT PCR amplifikasyon Uriinleri agaroz jel elektroforezinde goriniima.
SM: Size Marker, 1-4: nested-PCR, 5-7: non-nested-PCR.
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Tablo-lll : Nested ve non-nested PCR ile HCV-RNA test sonuglar:.

PCR PCR

Sira Prot. Yas/ Non- Sira  Prot. Yag/ Non-

No No Cisiyet Nested nested No No Cisiyet Nested nested
1 7 20/E + + 2 36 27/K _ _
2 9 4/E _ _ 27 3B 22/K + +
3 10 26/E + * 28 24 2/ + _
4 6 48/F + - 2 37 37E + +
5 11 30/E _ + 0 17 2/ + _
6 15 34/E + _ 31 38 25/E + +
7 13 22 + + 32 48 52/K _ _
8 12 39/E - _ 33 32 31/E + +
9 14 3BYE + + 34 4 26/K _ -
10 16 43[E + _ B L0 35/K + +
11 21 40/E + + 36 A 66/K y _
12 19 1M/K _ _ 37 # 40/E + +
13 PSS 45/K + + 38 52 28/K _ _
14 22 40/E _ _ 3 53 41/K _ _
15 26 32K + + 40 50 35/K - -
16 23 21/E + _ 4 42 46fE + +
17 2 45/E _ + 42 43 24/E + +
18 28 36/K + _ 43 54 43/K _ _
19 3 28/K + + 44 44 2/E + +
32 24/E + _ B 45 21[E + +
21 30 58/E + + 4 58 2B/E _ _
33 MK _ - 47 60 41K - _
23 27 36/K + + 48 61 37 _ _
24 8 33K _ _ 9 48 46/K + +
o 34 2/K + + 50 47 30/K + +
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TARTISMA ve SONUC

HCV'nin 1989 yilinda Choo ve arkadaglari(19,55) tarafindan klonlanmasindan
sonra, HCV infeksiyonlari gerek viral hepatit slipheli hastalarda, gerekse risk
gruplarinda, kan donérierinde, gelistirilen cesitli yéntemlerle arasgtiriimigtir. Bu
aragtirmalarda farkl yéntemler kullaniimig olup farkh sonuglar elde edilmigtir. Ancak
hepsinde de ortaya ¢ikan ortak sonug, HCV infeksiyonlarinin bitiin diinyada yaygin
oldugu ve HCV"nin kronik tasgiyiciligina neden olmanin yanisira, kronik karaciger
hastaliklarinin etiyolojisinde de 6nemli rol oynadigidir(24-34).

HCV infeksiyonlarinin énemi, infeksiyonun yilksek oranlarda kroniklegsmesi,
kronik infeksiyonlarin yaklasik %20-30'nun zamanla siroz ve bunun bir ileri
asamasi olan karaciger yetmezligi ya da HSK gibi énemli komplikasyonlara neden
olmasindan kaynaklanmaktadir(24,34). Ancak HCV kronik karaciger hastaliklarinin
tek nedeni olmayip HCV diginda, bagka viral, toksik ve metabolik nedenlerle de
kronik karaciger hastaligi gelisebilmektedir. HCV"ye bagh olarak kronik karaciger
hastaliginin tanisinda klinik bulgulara ek olarak, serum ALT diizeylerinin 6 ay ve
daha fazla bir silire yliksek seyretmesi, histopatolojik olarak kroniklesme
bulgularinin  kriter olarak alinmasi yaniltici olabilmektedir. Zira HCV
infeksiyonlarinin klinigi diger viral kaynakli hepatitlerin kliniginden pek farkl
olmadigi gibi, biyokimyasal bulgular da farkli nedenlerle meydana gelen kronik
karaciger hastaliklarinda aynidir. Kaldi ki HCV infeksiyonlarinda serum ALT
diizeylerinin infeksiyonun seyrine bagli 6zellikler nedeniyle zaman zaman normal
diizeylere indigi bilinmektedir(46). Histopatolojik olarak da kronik HCV hepatitini
diger hepatitlerden ayirt etmek oldukg¢a zor ya da imkansizdir(54-88). Gliniimiizde
kronik HCV infeksiyonlarinin tedavisinde kisith oranda IFN ile tedavi olanag:
bulunmaktadir(31,59,72). iste bu nedenlerden dolay;, kronik karaciger
hastaliklarinda etkenin glvenilir ydntemlerle tanimlanmasi, hastaligin seyrinin
izlenmesi agisindan oldugu kadar, uygulanan tedavinin etkinliginin takibi agisindan

da zorunludur.
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HCV infeksiyonlarinin kesin tanisi, serolojik olarak ticari ELISA testleri ile anti-
HCV antikorlarinin saptanmasi, ya da molekiler ydéntemlerle HCV RNA’sinin

gdsterilmesi ile yapiimaktadir.

Bu calismada, kronik karaciger hastaligi yéniinden takip edilen ve ELISA Il ile
anti-HCV antikorlari pozitif bulunan hasta serumlarinda, son yillarda gelistirilen
molekiler tekniklerden RT-PCR ile HCV RNA'sinin varhigi iki degisik yontemle
aragtirilarak en uygun yéntemin rutinde kullanilmasi amaglanmigtir.

Anti-HCV antikor testleri, ilk olarak viral genomun NS4 bélgesine ait
rekombinant antijenlerle ( C-100-3 ) hazirlanan ELISA testleridir (19,55). Birinci
kusak ELISA testleri adi da verilen bu testlerin yetersiz duyarlihk ve 6zgllliikte
olmasi, ayrica diglk risk gruplarinda yanlis sonuglar vermesi, virlisiin biyolojisi
Uzerinde daha ileri calisma gereksinimlerini ortaya koymustur(1,5). Yapilan
calismalarda anti-HCV antikorlarinin saptanmasini etkileyen en énemli faktérlerin
HCV’nin nikleik asit dizilimindeki varyasyonlardan ileri geldigi gériilmiis ve bu
nedenle varyasyonlarin az oldugu ve daha 6zgiil bélgeleri ihtiva eden, HCV
infeksiyonlarinin teshisinde 6zgiil olabilecek bir grup protein kombinasyonu
kullanilarak, II. ve Ill. kugsak ELISA testleri gelistirilmigti. Bu kugak ELISA
testlerinde varyasyonlarin daha az géruldiigl, yapisal olmayan (NS3, ¢33-c) bolge
proteinlerine ilaveten nisbeten stabil bir bélge olan yapisal (Core, c22-3)
bélgelerine ait rekombinant proteinler ilave edilerek duyarliik ve &zgiilliik
arttinlmistir (5,46,80,90). Bu gekilde HCV antijenlerinin kombine olarak kullanimi ile
yuksek risk gruplarinda %10-30 oraninda daha fazla vak’a teghis edilebilmigtir.
Buglin Il. ve lll. kugsak ELISA testleri, gerek HCV infeksiyonlarinin tammlanmasinda,

gerekse kan dondrleri taramalarinda rutin olarak kullaniimaktadir.

HCV infeksiyonlarinin tanisinda antikor belirleme ydéntemleri énemli tani
yéntemleridir. Kan donérlerinin taranmasi ve rutin taramalar gibi genis topluluklara
kolaylikla uygulanabilmesi ve c¢abuk sonu¢ vermesi bu testlerin avantajlarini
olusturmaktadir. Ayrica antikor pozitifligi klinik bulgular ve enzim yilksekligi ile
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birlikte HCV RNA pozitifliginin bir géstergesi olarak dtigtinilebilinir. Antikor yaniti
hem tamamen iyilesen hem de kroniklegsen hastalarda olustugundan, anti-HCV
antikor testlerinin gegirilmis bir infeksiyonla aktif bir infeksiyonu birbirinden ayirt
edememesi gibi bir dezavantaji vardir. Zira anti-HCV antikorlari siklikla viremi ile
birlikte saptanabilmektedir. Diger taraftan duyarlilik ve 6zgiilliigii artiriimig serolojik
testler geligtiriimigse de, halen yalanci pozitiflik sorunu diglik oranda da olsa
devam etmektedir. Henliz HCV infeksiyonlarinin tanimianmasinda %100 glvenilir
serolojik yontemler mevcut degildir. Ayrica, bazi olgularda(ézellikle immiinosupresif
bireylerde) ise antikor yaniti olugmamaktadir (46,51,94). Bu nedenle HCV
infeksiyonlarinin tanimlanmasinda vireminin belirlenmesi 6énem kazanmaktadir.
Vireminin belirlenmesi, serolojik testlerin degerlendiriimesi yaninda, uygulanacak
antiviral tedavinin etkinliginin izlenmesi agisindan da énem tagimaktadir.

HCV’nin invitro sartlarda (iretilebilecegi bir hiicre kultiir sisteminin olmamasi,
viral antijenlerin mevecut immiinolojik yéntemlerle gosterilememesi gibi nedenlerle,
vireminin varli§i ancak, alternatif bir yéntem olan niikleik asit amplifikasyon
teknikleri kullanilarak serum ya da plazmada HCV RNA'sinin saptanmasi ile ortaya
konabilmektedir. Kronik karaciger hastalarinda HCV RNA'sinin serum ya da
plazmada gésteriimesi, anti-HCV antikoru pozitif olgularda aktif bir infeksiyonun
tanimlanmasinin yanisira, HCV antikor cevabi olmayan seronegatif hastalarin
belirlenmesinde de biliyllk 6nem tagimaktadir (24,51). Ayrica HCV RNA tayini ALT
yuksekligine neden olabilecek diger karaciger patolojilerinin ekarte edilerek
gereksiz ilag kulaniminin ve ekonomik kayiplarin da énlenmesi agisindan &énem

tagtyan bir tani yontemidir.

HCV RNA’sinin RT PCR ile gésteriimesi HCV, infeksiyonlarinin tanisinda
glvenilir ve yaygin olarak kullanilan bir niikleik asit amplifikasyon yéntemidir. HCV
RNA’sinin RT-PCR ile saptanmasi ilk defa Weiner ve ark.(94) tarafindan
uygulanmigtir. HCV infeksiyonlarinda, genellikle ¢ok dlsiik dlzeyde seyreden
viremi(10°>~10* genom/ml) nedeniyle, testin duyarliligini artirmak amaciyla, bu
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teknigin modifiye sekli olan iki agamali bir PCR, "nested RT-PCR" Garson ve ark.
(32,33) tarafindan tarif edilmistir.

Weiner ve ark.(94), kronik karaciger hastaligi olan anti-HCV antikoru pozitif 9
hastadan 7'sinin serumlarinda HCV RNA pozitifligi saptamig ve anti-HCV antikor
pozitifiigi ile HCV RNA pozitifligi arasinda yiiksek bir uyumun varligina dikkati
cekmistir. Bresters ve ark.(12), 22 NANB'li kronik karaciger hastasinin 13’linde anti-
HCV pozitifligi ile birlikte HCV RNA'sini belirlemis, bir hastada anti-HCV antikorunu
pozitif, HCV RNA'sini negatif bulmustur. HCV RNA negatifligini RNA'nin
saptanabilirlik diizeyinin altinda olmasindan ya da gecirilmig bir infeksiyondan
kaynaklanabilecegini vurgulamigtir. Kato ve ark.(51), 30 NANB'li kronik karaciger
hastasinin 16’sinda anti-HCV antikorunu pozitif ve bu hastalarin 13’linde (%81)
HCV RNA'sini pozitif bulmustur. Geri kalan 14 anti-HCV antikoru negatif hastanin
7’sinde(%50) HCV RNA'sini pozitif bulmusgtur. Arasgtiricilar, HCV RNA pozitif, anti-
HCV antikoru negatif olan bu viremik hastalarda, viral genomun yapisal clmayan
proteinlerine kargi yeteri kadar antikor yanitinin olugturulamadigini ileri
sltirmiglerdir. Yapilan diger caligsmalarda, anti-HCV antikoru pozitif kronik karaciger
hastalarinin serum ve karaciger dokularinda Margin ve ark(59) %94, Pozzato ve ark
(71) %86. Takehare ve ark (79) %100, Tsutsumi ve ark(9) %100, Bukh ve ark(28)
%100, Finkelstein ve ark(30)%64, Kiyosawa ve ark(53) %98 oraninda HCV RNA
pozitifligi bulmuslardir. Anti-HCV antikoru negatif kronik karaciger hastalarinda ise
Kato ve ark(51) %50 oraninda HCV RNA pozitifligi bulmuslardir.

Ulkemizde bu konuda yapilan calismalarda anti-HCV antikoru pozitif kronik
karaciger hastalarinda HCV RNA pozitifligi, Badur'un ¢aligmasinda (9) %100,
Erensoy ve ark.(28)%89, olarak bulunurken, anti-HCV antikoru negatif kronik
karaciger hastaligi olgularinin %3.6'sinda HCV RNA pozitifligi belirlenmistir(28).

Bizim caligmamizda anti- HCV 'si pozitif toplam 50 hastanin %62 (31/50)'
sinde nested RT PCR ile HCV RNA pozitif bulunurken, bu oran non-nested yéntem
ile %50 (25/50) bulunmusgtur.Kontrol grubunu olusturan anti-HCV '‘leri negatif
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saglikli 40 bireyde ise HCV RNA pozitifligi saptanmamistir. Bizim her iki yéntemlede
elde ettigimiz HCV RNA pozitiflik oranlarini ayn ayn diger calismalarda belirtilen
sonuglarla kargilagtirdigimizda biraz daha diigik oldugunu goériiyoruz. Bu orani
etkileyen faktorler degisik aragtirmalarda da belirtildigi gibi sunlar olabilir :

1. HCV infeksiyonlarinda klinik tablonun gidigsine gére viral RNA'nin
saptanmasinda farkliliklar gérilebilir. Zira serolojik markirlar senelerce devam
ederken HCV'nin kronik infeksiyonlarinda viral RNA genellikle saptanabilirse de,
zaman zaman vireminin gegcici olabilmesi nedeniyle saptanabilirlik diizeyinin altina
digebilmektedir. Bu nedenle HCV RNA'sinin saptanmasinda 6rnek alinmasinda

zamanlamanin énemi blyktdr.

2. Galismamizda bu orani etkileyen ve diger calismalardan farkl en énemli
faktérlerden birisi anti-HCV antikoru pozitif HCV RNA's| negatif hastalarin 9'unun
IFN tedavisi altinda olmasi olabilir. IFN tedavisinin hastalarin %60'dan fazlasinda

gecici de olsa HCV RNA negatifligine neden oldugu bilinmektedir.

3. Mevcut anti-HCV antikor pozitifligi gegirilmis bir HCV infeksiyonuna ait
olabilir. Anti-HCV antikoru pozitif, ancak HCV RNA'lari negatif bu hastalarin serum
ALT degerlerinin %50'sinin normal degerlerde, %50’sinin ise normalin bir kati kadar
yiiksek oldugu gériilmektedir. Bu da bu hastalarda muhtemel bir viral replikasyonun
olmadigim digtindlrmektedir. Ayrica bu hastalarin kronik hepatiti bagka nedenlere
bagli olabilir ve mevcut antikorlarin bir kismi yalanci pozitiflik nedeniyle tesbit
edilmig olabilir. Serolojik olarak HCV infeksiyonlarinin tanisinda, duyarlilik ve
6zgulligh artirllmig antikor testleri geligtiriimigse de halen yalanci pozitiflik sorunu

dlglk oranda da olsa devam etmektedir.

4. RNA'nin tesbit edilemeyecek kadar digilik diizeyde bulunmasi ve RNA
ekstraksiyonu esnasinda RNA harabiyetine bagli olarak meydana gelen RNA kaybi
nedeniyle yalanci negatiflik olabilir. Yapilan caligmalarda RT PCR ile tani

konulabilmesi igin serumun ml.sinde >10° ve daha fazla miktarda viral genom
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bulunmasi gerekmekte, ya da fazla miktarda o&rnegin igleme alinmasi

oneriimektedir.

5. HCV genomundaki varyasyonlar ve belirlenecek hedef bolgelere uygun
primerlerin kuillaniimamig olmalari da sonuglarimizi etkileyebilecek faktérler
arasinda yer alabilir. Ancak, bizim bu aragtirmada ¢ogu aragtiricinin énerdigi
sekilde, HCV genomunun en iyi korunan ve yiiksek oranda dizilim benzerliklerine
sahip, polimorfizimden etkilenmeyen bdlge olarak bilinen 5'NCR'a ait primer
dizilerini kullanmig olmamiz, seropozitif sahislarda gorilen HCV RNA negatifliginin
ve primer hedef arasindaki uyumsuzluktan kaynaklanma olasiligini zayiflatmaktadir.
Bugin HCV RNA'sinin belirlenmesinde viral genomun farkh bélgelerine uygun
olabilecek ¢cok sayida primer setleri tarif edilmigtir. Ancak, cogu aragtirmaci HCV'ye
ait genetik varyasyonlarin sikhigi ve c¢esitli ozelliklerinden dolayr genetik
varyasyonlarin daha az gériildiigi ve farkii HCV suslari arasinda benzerliklerin en
fazla(%95-97) oldugu iyi korunmug 5’NCR'i tercih etmiglerdir (36,95).

Ayrica yapilan c¢aligmalarda, temel prensibi ayni olan fakat farkli PCR
protokolleri ve farkli primerlerin kullanilmig olmasi, sonuglarin tam olarak birbirleri

ile kiyaslanmasini zorlagtirmaktadir.

Bugiin HCV infeksiyonlarinin laboratuvar tanisinda PCR,dogrulama testi
olarak kullaniimaktadir.Genelde test duyarlihgini artirmak amaciyla bir cok merkez,
DNA miktarinin blylik oranda artirildigi ilk tur amplifikasyondan sonra riinlerin
ikinci turda oligonucleotide primerier ile PCR'a maruz birakildigi nested (tekrarl)
PCR yaklagimini kullanmaktadiriar(32). Nested PCR'In sakincal bir yon,ikinci tur
PCR'In ilk tur PCR amplifikasyon driinlerinin varliginda yapilmasidir ki bu testin
artiin DNA tarafindan kontamine edilme riskini artinr.Ayrica 10-13 saatlik bir
calisma slresi gerektirmesi de diger bir dezavantajidir.Nested-PCR'a alternatif bir
yaklagim olarak test ettigimiz tek basamakli (non-nested)-PCR ise
kontaminasyona daha az meyillidir ve daha kisa siirede sonuglanmaktadir (5-8
saat).

39



Test duyarliigi agisindan, HCV-RNA'nin PCR ile klinik uygulamasinda
nested' Iin gerekli oldugu 6ne siirliimistir(41). Nested 'in altin standart olarak
alindigi c¢aligmamizda non-nested yoéntemin duyarliigi %74 bulunmustur.Bu
nedenle,nested PCR'In  non-nested-PCR'dan daha duyarh  oldugunu
sOyleyebiliriz.Duyarliliga ek olarak,klinik teshis laboratuvarinda PCR ile ilgili en
dnemli kriter dogruluktur. Ozgllli§ini %90 olarak buldugumuz non-nested'in bu
orani nested'a yakindir.Ayni klinik érnekler kullandigimiz bu iki yéntemde, uyum

orani ise %80 olarak bulunmustur.

Gretch ve arkadaglari (41), hepatit C viris RNA'sinin tespitinde tek
basamakli PCR ile Nested PCR karsilagtirmiglar ve iki ydntem arasinda %100 uyum
goézlemlemiglerdir.Bizim cgalismamiza ¢ok benzeyen bu aragtirmanin farki; tek
basamakli PCR'in ardindan oligoniikleotid prob ile sivi hibridizasyona dayanan yeni
bir teknigi kullanmalaridir.

Viral RNA'nin RT PCR ile saptanmasi, HCV infeksiyonlarinda etkenin
belirlenmesi yaninda tedavi sonuglarinin degerlendiriimesi ve hastanin izlenmesi
gibi hususlarda da genis uygulama alani bulmaktadir. Bununla birlikte bu yéntem
rutin laboratuvarlarda kullanilirken bazi konulara dikkat edilmesi geregi vardir. PCR
son derece duyarli bir metod oldugu icin érneklerin kontaminasyondan korunmasi
gereklidir. PCR ile mikroorganizmalarin kendileri degil, nikleik asitlerinin ¢ok kiiglik
miktarlar saptandigindan, PCR ile tesbit edilen RNA dizilerinin infeksiydz virusa mi,
yoksa nétralize veya defektif virusa mi ait oldugunun bilinmesi mimkin
olmamaktadir. Yine de HCV RNA pozitifligi aktif bir viral replikasyonun varligmnin
belirtisi olabileceginden HCV RNA pozitif hastalar potansiyel olarak aktif

infeksiyonlu kabul edilmelidir.

HCV RNA’sinin belirlenmesinde PCR’in avantajlarinin yanisira, yeterli altyapi
donaniminin gerekliligi, is glici yogunlugu, yalanci pozitiflik ve yalanci negatiflik
gibi sonuclar ile farkh primerierle farkli sonuglarin alinmasi, standardizasyon
glicliigl ve kantitatif diclim belirleyememe gibi dezavantajlari da vurgulanmaktadir.
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Bu yéntemin yaygin olarak kullaniimasi i¢in, gelecekte bu yontemde gergeklestirilen
tim prosedirlerin standart olarak uygulanabilmesi ve kontaminasyon riskinin
ortadan kaldirilmasi gereklidir. Bu gerceklesene kadar, RT PCR kullanan her
laboratuvar pozitif ve negatif kotrol numuneleri kullanarak kendi kalite kontrollerini

yapma zorunlulugundadir.

Bu calisma ve bu konuda yapilan diger galigmalar, herhangi bir etyolojik
ajanin saptanamadigi kronik karaciger hastaliklarinin olusmasinda, HCV'nin énemli
rolii oldugunu vurgulamaktadir. HCV infeksiyonlarinda PCR'In en bliylik yararinin
anti-HCV pozitif olgularda,viral replikasyonun olup olmadidinin gésterilmesidir. iki
agsamali PCR kullanimi, agin duyarlih@ ve kontaminasyon riskini de beraberinde
getirmekte olup; aerosol tipi amplikon yaylliminin s6z konusu oldugu uzun ve
zahmetli ydntemdir. Biz bu ¢aligmada daha kisa ve pratik olarak uygulanan ayrica
'kontaminasyondan hayli uzak olan non-nested yéntemin duyarliligini nested'a gére
digiik bulduk (%74). Bu oran digikluglinde kuskusuz nested PCR yonteminin altin
standart olarak kabul edilmesi énemli bir unsurdur.Ancak bizim nested PCR 1 altin
standart olarak kabul etmemizin temel nedeni bu yontemin altin standart olarak
6nerilmesi (41) ve bizim c¢ahstigimz hasta grubunda klinik + enzim degerleri ile
uyumlu olmasidir. Bu haliyle non-nested yéntemin rutinde kullaniimasinin hatali
olacagi ancak Southern veya radyoaktif oligonukleotid problarla sivi hibridizasyon

gibi ilave tekniklerle duyarhligin artirilacagi kanaatindeyiz.

HCV-PCR teknolojisi pahali ve standardize edilmemis bir yéntemdir.Bugiin
icin standardize edildigi savunulan ticari kitlerle yapilan galigmalarin bile bazen
sorun yarattiginin gézlenmesi; ayrica bu kitlerin asir1 pahali driinler olmasi (hasta
bagi 100 dolar), kisitlayici faktérler olarak karsimiza gikmaktadir.Bugiin bir g¢ok
laboratuvar kendi hazirladiklari reaktifler ve gelistirdikleri protokoller ile ¢alismakta
olup,celigkili sonuglar hi¢ de azimsanmiyacak oranlardadir. Uygulamasi basit ancak
bulgularin degerlendiriimesi énemli 6iglide bilgi birikimi ve deneyim gerektiren bu
yontemin Glkemiz kogullarinda her saghk kurulugunda gergekiestiriimeye
caligilmasi, hem glichem pahal, hemde yararsiz bir se¢im olacaktir. Bu
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nedenlerden dolayi, rutin uygulamalarda olmasa bile, ozellikle stipheli,
serokonversiyon gelismeyen vakalarin aydinlatiimasi veya IFN tedavisi
uygulanacak hastalarda tedavinin etkinliginin izlenmesi agisindan, tercih edilecek

ydntem olmasi gerektigi kanaatindeyiz.
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OzZET

Bu calismada Subat 1997- Ocak 1998 yillar arasinda Giilhane Askeri Tip
Akademisi ve Askeri Tip Fakiltesi Gastroenteroloji ve infeksiyon Hastaliklari
klinikleri tarafindan HCV hepatiti gtiphesi ile génderilen 50 hasta serumunda HCV-
RNA's! iki farkli RT-PCR y6ntemiyle arastirildi.Olgularin tamami Hepatit B vir{is
markirlar dahil diger viral nedenlerle, toksik ,metabolik ya da otoimmiin etyolojinin
ekarte edildigi olgulardi. Yas ortalamasi 39 (11-66) olan hastalarin 22'si kadin , 28'i
erkekti ve timiinde anti-HCV antikorlari pozitifti.

HCV-RNA varligini aragtirmak amaciyla uygulanan nested-RT-PCR
yontemiyle 50 hastanin 31 (%62)'inin serum &érneginde HCV-RNA'si pozitif
bulunurken, bu oran non-nested-RT-PCR yéntemiyle 25 (%50) olarak bulunmugtur.
Kontrol grubunu olugturan 40 saglikli bireyin higbirisinde her iki PCR yoéntemiyle
HCV-RNA pozitifligi gésterilemedi.

Nested'a gbére daha ucuza mal olan ve daha pratik olarak uygulanan,ayrica
kontaminasyondan hayli uzak olan non-nested yéntemin duyarliigini daha diigtik
bulduk (%74). Duyarlihgin digiik olmasi nedeniyle non-nested yontemin rutinde tek
bagina kullaniimasinin yeterli olmayacagi, ancak Southern veya radyoaktif
oligonukleotid problarla sivi hibridizasyon gibi ilave tekniklerle duyarliligin
artinllabilecegi sonucuna varildi.
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SUMMARY

In the period between February 1997 and January 1998, HCV-RNA was
investigated in sera of fifty patients, from those examined and suspected to have
hepatitis due to HCV in Gastroenterology and Infections Diseases Clinics at
Giilhane Military Medical Academy and School of medicine, using two different RT-
PCR methods.In all of the patients, the other possible aetiologies including HBV
and other viral agents, toxic, metabolic or otoimmun pathologies were excluded.
Anti-HCV antibodies were found to be positive in sera of all patients. The mean age
of the patients was 39 (11-66) years and 28 out of 50 patients was male.

By using nested-RT-PCR and non-nested-RT-PCR methods, HCV-RNA was
found to be positive in 31 (62%) and in 25 (50%) out of 50 patients, respectively.In
control group,HCV-RNA was found to be negative in sera of fourty (all) healthy
individuals by both PCR methods.

Although the non-nested-RT-PCR method was cheaper,more practical and
has low contamination rate than nested method, we found its sensitivity relatively
low (74%). Due to this low sensitivity rate, it was concluded that the routine use of
non-nested-RT-PCR alone was not suitable.By additional methods such as
Southern blot or liquid hibridisation, the non-nested-RT-PCR might be more
valuable tool.
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