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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi
AFP: Alfa-fetoprotein
Ago: Argonaute proteini
ALP: Alkalen fosfataz
ALT: Alanin aminotransferaz
AO: Aritmetik ortalama
AST: Aspartat aminotransferaz
bDNA: Branced DNA, dalli DNA
C protein: Niikleokapsid proteini, kor protein, core protein
CDC: Centers for Disease Control and Prevention
cDNA: Tamamlayict DNA
CD8L1: Cluster of differentiation 81
circRNA: Dairesel RNA
CLIA: Kemiliiminesans Immiin Analiz
CMIA: Kemiliiminesans Mikropartikiil Immiin Analiz
CTL: Sitotoksik T lenfosit
CAA: Ceyrekler arasi aralik
D: Domain
DCGR8: DiGeorge syndrome critical region 8
DNA: Deoksiriboniikleik asit
EAA: Egri alt1 alan
E1l: Envelope 1, zarf 1

EDTA: Etilendiamintetraasetik asit
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EIA: Enzim immiin analiz

ELISA: Enzim baglantili immiinosorbent analiz
FDA: Food and Drug Administration

GA Giiven aralig

GAGs: Glikozaminoglikanlar

HAV: Hepatit A viriis

HBV: Hepatit B viriis

HCV: Hepatit C viriisi

HCV-cAg: HCV kor antijen

HIV: Insan immiin yetmezlik viriisii

HSK: Hepatoseliiler karsinom

HVR: Hypervariable region

IFN: Interferon

IRAK1: Interldkin-1 reseptériiyle iliskili kinaz 1
IU: International unit, uluslararasi birim
LDL-R: Diisiik dansiteli lipoprotein reseptor
LIA: Line immiin analiz

IncRNA: Uzun kodlanmayan RNA

mL: Mililitre

MRNA: Mesajc1 RNA

mMIRNA: Mikro riboniikleik asit

MyD88: Miyeloid farklilagma faktorii 88

NCR: Non-coding region
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ncRNA: Non-coding RNA

NF-kB: NF-kappa B, Nuclear Factor kappa B
NK: natiirel killer

NS5B: Yapisal olmayan 5B, nonstructural 5B
ORF: Acik okunur bolge

OR: Odd’s orani

PAKA4: p21-Activated kinase4

PDK1: Fosfatidilinozitol bagimli kinaz 1
piIRNA: PIWI etkilesimli RNAlar
pre-miRNA: Oncii miRNA, prekiirsor miRNA
pri-miRNA: Birincil miRNA, primer miRNA
PTEN: Phosphatase And Tensin Homolog
PZR: Polimeraz zincir reaksiyonu

RAN: RAS ile iliskili niikleer protein

RFLP: Restriction fragment length polymorphism
RIBA: Rekombinant immiinblot analiz

RISC: RNA kaynakli susturma kompleksi
RLU: Relative light units

RNA: Riboniikleik asit

RNS: Reaktif nitrojen tiirleri

ROC: Receiver Operating Characteristic
ROS: Reaktif oksijen tiirleri

rpm: Dakikadaki devir sayist



RT-PZR: Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
S/ICO: Sample/Cut off

SIRNA: Kiigiik susturucu RNAlar

sncRNA: Kiiciik kodlanmayan RNA

snoRNA: Kiigiik niikleolar RNA

SS: Standart sapma

ST: Stem Loop

SR-BI: Scavenger receptor type B class |

TGF-beta: Transforming growth factor beta

TMA: Transcription-Mediated Amplification

UTR: Untranslated region
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OZET

HCYV ile Enfekte Hastalarda Genotip Tayini Yapilmasi ve miRNA Diizeylerinin
Arastirilmasi

Saniye KUCUKAKIN YAKA

Hepatit C virlis (HCV) yiiksek genetik varyasyonu sebebiyle asiyla korunmanin
mimkiin olmamasi, yiiksek kroniklesme orani, siroz, hepatoseliiler karsinom(HSK)
gibi komplikasyonlar1 sebebiyle 6énemli bir halk sagligi sorunudur. Etken genotipin
belirlenmesi hem prognozun 6ngodriilmesi hem de tedavinin segilmesi agisindan 6nem

tasimaktadir.

Kodlanmayan riboniikleik asit (RNA)’lerin bir ¢esidi olan mikroRNA’lar (miRNA)
protein sentezinin posttranskripsiyonel diizenlenmesinde rol alirlar. miRNA’larin
kanda stabil kaldiginin goriilmesi ile hastaliklarin tanisinda kullanilabilecegi

distiniilmistiir.

Bu ¢alismanin amaci; HCV ile enfekte hastalar arasindaki genotiplerin belirlenmesi ve
genotipler arasinda laboratuvar bulgularinin karsilastirilmasi; saglikh kisiler ile HCV
enfekte hastalarin plazma miRNA diizeylerinin karsilastirilmasi, ve farkli genotipler

arast miRNA diizeylerinin karsilastirilarak aralarindaki iliskinin incelenmesidir.

Pamukkale Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvarma gelen HCV RNA pozitif
¢ikan 50 hasta; hasta grubu olarak, 50 goniillii kontrol grubu olarak se¢ildi. HCV RNA
ve HCV genotip tayini gergek zamanl polimer zincir reaksiyonu (RT-PZR) cihazinda
calisildi. miRNA-122, miRNA-155, miRNA-224, miRNA-21 genlerinin ekspresyon
seviyelerinin belirlenmesi i¢in hasta ve kontrol grubundaki katilimcilarin
plazmasindan RT-PZR yapildi. Gen ifadeleri, U6 referans geninin (housekeeping gen)

varhginda, 22T metodu kullamilarak analiz edildi.

HCV RNA pozitif ¢ikan 50 hastanin 13’1 (%26) genotip la, 14’i (%28) genotip 1b,
1’1 (%2) genotip 2, 22’°si (%44) genotip 3 oldugu tespit edildi. Genotip 1a ile enfekte
olan hastalarin 2’sinin (%15,4) kadin, 11’inin (%84,6) erkek; genotip 1b ile enfekte
hastalarin 10’unun (%71,4) kadin, 4’liniin (%28,6) erkek; genotip 3 ile enfekte
hastalarin 4’{iniin (%18,2) kadin, 18’inin (%81,8) erkek oldugu tespit edildi (p=0,001).
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Genotip 1a ve 3 ile enfekte olan hastalarda erkeklerin anlamli olarak daha fazla oldugu

goriildii.

Genotip 1b ile enfekte hastalarin genotip 1a ve 3 ile enfekte hastalardan anlamli sekilde
daha ileri yasta oldugu goriildii (p=0,004). Her 3 genotip arasinda AST, ALT, ALP ve
HCV RNA degerleri agisindan anlamli fark bulunamamustir.

Kontrol grubunun 28’1 (%56) kadin, 22’°si (%44) erkek, hastalarin ise 16’s1 (%32)
kadin, 34’1 (%68) erkekti (p=0,016). Hasta grubunda erkek sayisinin anlamli olarak
daha fazla oldugu goriildii. Kontrol grubunun yas ortalamasi 36,42 + 9,22 iken hasta
grubunun yas ortalamasi 32,18 + 11,71 olarak bulundu. Bu bulgulara gore hasta grubu
kontrol grubuna gore anlamli derecede daha gencti (p=0,005).

mMIiRNA-122 ve miRNA-224 ekspresyonlari agisindan iki grup arasinda anlamli fark
bulunamazken, miRNA-155 (p=0,014), miRNA-21 (p<0,0001) ekspresyonlarinin
hasta grubunda anlamli sekilde azaldigi goriildii. Aynt zamanda dort miRNA’nin
ekspresyon seviyesi ile yas, ALT, AST, ALP, HCV RNA seviyeleri arasinda anlamli
iliski olmadig1 goriiliirken; dort miRNA’nin ekspresyon seviyelerinin birbirleri

arasinda pozitif yonlii iliskili oldugu bulundu.

ROC analizinde miRNA-155 (p=0,014) ve miRNA-21’in (p<0,001) istatistiksel olarak
anlamli gekilde hasta ve saglikli kisiler tizerinde ayirt edici oldugu goriildii. miRNA-
155 %064,3 oraninda hasta ve saglikli kisileri ayirt edebiliyorken; miRNA-21 %95,1
oraninda hasta ve enfekte kisileri ayirt etti. Bu sonuglar bize miRNA 21 ve
MIRNA155’in HCV enfeksiyonu tanisinda biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini

diistindiirdi.

Her ii¢ genotip arasinda miRNA-122, miRNA-155, miRNA-224 ve miRNA-21

ekspresyon seviyeleri agisindan anlamli fark bulunamamustir.

Gelecekte miRNAlarin biyobelirteg olarak kullanilabilmesi igin standartizasyona
ihtiya¢ duydugundan daha ¢ok caligmaya ihtiya¢ vardir. Calismamiz iilkemizdeki
HCV genotip dagiliminin bulas yolunun degisimi ve go¢ gibi sebeplerle degismis
olabilecegini gdstermistir. Bu konuda ve HCV insidansinin azaltilmasi i¢in ¢alismalar

yapilmasi gerektigi ortaya ¢ikmuistir.

Anahtar kelimeler: HCV, HCV genotip, miRNA, mikroRNA
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SUMMARY
Genotyping and Investigation of miRNA Levels in HCV Infected Patients

Saniye KUCUKAKIN YAKA

Hepatitis C virus (HCV) is a significant public health issue due to its high genetic
variability, which makes vaccination impossible, its high rate of chronicity, and
complications such as cirrhosis and hepatocellular carcinoma. Determining the
genotype of the causative agent is important for predicting the prognosis and selecting
the appropriate treatment.

MicroRNAs (miRNAs), a type of non-coding ribonucleic acid (RNA), play a role in
the post-transcriptional regulation of protein synthesis. The observation that miRNAs
remain stable in the blood has led to the idea that they could be used in the diagnosis

of diseases.

The aim of this study is to identify the genotypes among patients infected with HCV
and compare laboratory finding between the genotypes; compare the plasma miRNA
levels of healthhy individuals with those of HCV infected patients; and investigate the

relationship between miRNA levels by comparing them across different genotypes.

Fifty HCV RNA-positive patients who visited the Central Laboratory of Pamukkale
University Hospital were selected as the patient group, and 50 voluntary individuals
were selected as the control group. HCV RNA and HCV genotype determination were
performed using a real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) device. RT-PCR
was conducted on the plasma of participants from both the patient and control groups
to determine the expression levels of miRNA-122, miRNA-155, miRNA-224, and
miRNA-21 genes. Gene expression was analyzed using the 22T method in the
presence of the U6 reference gene (housekeeping gene).

Among the 50 patients who tested positive for HCV RNA, 13 (26%) were infected
with genotype 1a, 14 (28%) with genotype 1b, 1 (2%) with genotype 2, and 22 (44%)
with genotype 3. Among the patients infected with genotype 1a, 2 (15.4%) were
women and 11 (84.6%) were men; among those infected with genotype 1b, 10 (71.4%)

XV



were women and 4 (28.6%) were men; and among those infected with genotype 3, 4
(18.2%) were women and 18 (81.8%) were men (p=0.001). It was observed that there

were significantly more men among the patients infected with genotypes 1a and 3.

It was found that patients infected with genotype 1b were significantly older than those
infected with genotypes 1a and 3 (p=0.004). No significant difference was observed
between the three genotypes in terms of AST, ALT, ALP, and HCV RNA levels.

In the control group, 28 (56%) were women and 22 (44%) were men, while in the
patient group, 16 (32%) were women and 34 (68%) were men (p=0.016). It was
observed that the number of males in the patient group was significantly higher. The
average age of the control group was 36.42 + 9.22, while the average age of the patient
group was 32.18 + 11.71. According to these findings, the patient group was
significantly younger than the control group (p=0.005).

No significant difference was found between the two groups in terms of miRNA-122
and miRNA-224 expression. However, the expression of miRNA-155 (p=0.014) and
miRNA-21 (p<0.0001) was significantly reduced in the patient group. Furthermore,
there was no significant relationship between the expression levels of the four miRNAs
and age, ALT, AST, ALP, or HCV RNA levels. It was also found that the expression
levels of the four miRNAs were positively correlated with each other.

In the ROC analysis, miRNA-155 (p=0.014) and miRNA-21 (p<0.001) were found to
be statistically significant in distinguishing between patients and healthy individuals.
miRNA-155 could differentiate between patients and healthy individuals with an
accuracy of 64.3%, while miRNA-21 could distinguish between patients and healthy
individuals with an accuracy of 95.1%. These results suggest that miRNA-21 and

miRNA-155 could be used as biomarkers in the diagnosis of HCV infection.

No significant difference was found between the three genotypes in terms of the
expression levels of mMiRNA-122, miRNA-155, miRNA-224, and miRNA-21.

In the future, further studies are needed as miRNAs require standardization before they
can be used as biomarkers. Our study suggests that the distribution of HCV genotypes

in our country may have changed due to factors such as changes in transmission routes
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and migration. It highlights the need for further research in this area and efforts to
reduce the incidence of HCV.

Key words: HCV, HCV genotype, miRNA, microRNA

XVl



GIRIS
HCV; akut hepatit, kronik hepatit, siroz, hepatoselliiler kansere neden olabilen,
Hepatit A ve Hepatit B’den farkli transfiizyon kaynakli bir viral hepatit olarak 1975
yilinda tanimlanmistir. Non-A non-B hepatit vakalarinin yaklasik %90’1inin etkeni
olarak gosterilmistir (1). Diinyada tahmini olarak 50 milyon kisi HCV ile enfektedir

ve bu hastalarin %85’inde virlis klirensi saglanamayarak kronik enfeksiyon

gelismektedir (2).

HCYV yiiksek derecede genetik cesitlilige sahiptir. Yapilan filogenetik ve sekans
analizleri ile 8 genotipe ayrilmis bunun yaninda 100’e yakin subtip tanimlanmistir. Bu
subtiplerden 73 tanesi onaylanmustir (3). Gower ve ark. tarafindan 2014 yilinda yapilan
bir metaanalizde %46 oran ile genotip 1’in tiim diinyada en yaygin genotip oldugu
bulunmus ve bunu genotip 3 (%22), genotip 2 (%13) ve genotip 4 (%13) takip
etmektedir. Bunlar iginde tek basina subtip 1b’nin en yaygin subtip oldugu ve tiim
enfeksiyonlarin %22’sinden sorumlu oldugu gosterilmistir (4). Tirkiye’de yapilan bir
calismada HCV genotipleri i¢inde genotip 1b %66.7-100 arasinda olup birinci siklikla
goriilmektedir (5).

HCV enfeksiyonundan siiphelenildiginde ilk yapilan test enzim immiin analiz
(ETIA) prensibiyle c¢alisan anti-HCV testleridir. Ancak bu testler gegirilmis bir
enfeksiyon mu yoksa devam eden bir enfeksiyon mu oldugunu gostermez (6). Kandaki
HCV RNA testi enfeksiyondan 1-2 hafta sonra, anti-HCV antikorlar1 yiikselmeden ve
karaciger enzimleri degismeden tespit edilebilir seviyelere yiikselir (7). Genotip tayini
icin ise en kesin sonucu veren yontem genom C (niikleokapsid proteini, kor protein,
core protein), E1 (envelope 1, zarf) ya da NS5B (yapisal olmayan, nonstructural)
bolgelerinin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemi ile ¢ogaltilarak dizi analizinin
yaptlmasidir  (8). Ancak dizi analiz yOntemleri gelismis laboratuvarlarda
uygulanabilirler. Bu nedenle genotip tayininde daha basit yontemler uygulanmaktadir;
bunlardan biri de kor ya da NS5 bolgeleri hedef alinarak yapilan gergek zamanh

polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PZR) ile genotiplendirmedir (9).

HCYV ile enfekte hastanin tedaviye yanitini belirleyen en 6nemli faktorler, etken
viriisiin genotipi ve tedavi baslangicindaki viral yiikiidiir (10). Standart tedavilerin,

viral krilensin saglanmasinda yetersiz kalmasmin yaninda yiiksek maliyeti ve yan



etkileri nedeniyle glinimiizde dogrudan etkili antiviral tedavileri onem kazanmaktadir.
Dogrudan etkili antiviral tedavilerin 6neminin artmasiyla etken viriisiin genotip ve alt
tipinin 6nemi daha da 6nemli hale gelmistir. Bu artan 6nem nedeniyle tani, tedavive

tedavi takibi igin yeni biyomarkerlara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Kodlanmayan RNA’larin bir g¢esidi olan miRNA’lar 18 ila 28 niikleotid
uzunlugunda olup protein ekspresyonlariin post transkripsiyonel diizenlenmesinde
rol alirlar. Bu kiigiik molekiiller hiicre farklilasmasi, hiicre dongiisii ve apoptoz gibi
onemli hiicresel siiregler tizerinde etkili olduklari gosterilmistir (11). miRNA’lar hedef
mesajct RNA (mRNA)’larin 3’NCR (NCR: non-coding region ya da UTR:
untranslated region) bdlgesine baglanarak ekspresyonu baskilarken; 5’NCR

bolgelesine de baglanarak ekspresyonu baskiladigi veya aktive ettigi gosterilmistir

(12).

Mitchell ve ark. yaptiklart bir calismada dolasimdaki miRNAlarin RNaz
enzimleri tarafindan yikilmadiklarini bu nedenle miRNA diizeyinin kanda stabil
kaldigin1 gostermislerdir. Bu sayede miRNA’larin hastaliklarin teshisinde belirteg
olarak kullanilabilecegi diigiiniilmiistiir (13). miRNA’lar hepatik gelisimin hemen her
asamasinda asag1 ve yukari regiile olarak karaciger proliferasyonunu hizlandirir veya
inhibe ederler. Cesitli karaciger fonksiyonlarinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol
oynarlar. Karacigerde 277 miRNA’nin eksprese edildigi, miRNA-122"nin en bol
bulunan ve karacigere spesifik miRNA’lardan biri oldugu gosterilmistir (14).

Yapilan calismalarda ¢esitli miRNA’larin HCV enfeksiyonun farkli evrelerinde
kandaki ve dokudaki miktarlarmin degistigi gosterilmistir. Belirlenen miRNA’lar
tizerinde yapilacak ileri ¢aligmalarla tani, karaciger hastaliginin evresi konularinda
daha ayrmtili bilgi verebilecegini, teropatik ajan olarak kullanilabileceklerini ortaya
koymustur (14, 15). Bunun yaninda miRNAlarin HCV’nin farkli subtipleri ile
enfeksiyonunda kan diizeylerinin degisiminde fark olup olmadig: ile ilgili yeterli

calisma olmadig1 goriilmiistiir.

Bu aragtirmada; HCV ile enfekte hastalarin orneklerinden genotip tayininin
yapilmast; saglikli kisiler ile HCV enfekte hastalarin plazma miRNA diizeylerinin
karsilastirilmasi, farkli genotipler arast miRNA diizey degisimlerinin karsilastirilmasi,

HCYV enfekte hastalardaki HCV RNA viral yiik, AST (aspartat aminotransferaz), ALT



(alanin aminotransferaz), ALP (alkalen fosfataz) degerlerinin miRNA diizeyleriyle
karsilagtirilmast yapilarak tedavi protokellerinin belirlenmesine yardimer olmak ve

miRNA diizeylerinin biyobelirte¢ olarak kullanilip kullanilamayacagi hakkinda bilgi

sahibi olmak amaglanmustir.



GENEL BiLGILER

Hepatit C Viriis

Tarihce

1970’11 yillarda Hepatit A ve B virlislerinin (HAV, HBV) kolaylikla tespit
edilmelerinden sonra, bu iki viriis disinda 6zellikle transfiizyonla bulasabilen bagka
hepatitlerin de olabilecegi diisliniilmiis ve bu olgulara non-A non-B hepatit adi
verilmistir. Non-A non-B hepatit olarak isimlendirilmeden sonra bu hepatit tiiriine

Prince ve ark. HCV adin1 vermislerdir (16).

HCV adi1 verilen bu etkenin genomu ise 1989 yilinda Choo ve ark. tarafindan
hepatitli insan kani ile enfekte edilmis faktor VIII ile enfekte edilen sempanzelerin

karaciger ve kanindan klonlanmustir (17).

HCV Flaviviridae ailesinde, Hepaciviriis cinsi iginde yer almaktadir.

Flaviviridae; pestiviriis, hepaciviriis Ve flaviviriis cinslerini i¢eren bir ailedir (18).

HCYV Yapisi ve Genomu

HCV, 40-80 nm capinda, zarfl, pozitif polariteli, tek iplikli bir RNA viriistidiir.
Genomik RNA’y1 kaplayan niikleokapsid ikozahedral simetrilidir ve kor proteinini
icermektedir. E1 ve E2 zarf glikoproteinlerinin gomiilii oldugu konak hiicre kaynakli
cift katmanl lipid zarf niikleokapsidi ¢evrelemektedir. Viriisiin ana komponentleri E1,

E2 ve C proteinleridir (19, 20).

HCV RNA genomu 9600 niikleotid uzunlugunda olup 5° ve 3’ uglarinda
translasyona ugramayan yani herhangi bir proteini kodlamayan (NCR ya da UTR)
ancak viral proteinlerin translasyonunda ve viriisiin replikasyonunda gorev alan
bolgeler vardir. 5°-NCR i¢inde IRES (internal ribosomal entry site) adi verilen bolge
bulunur. Bu bolge viral genomun ribozomun 408 alt {initesine tutunduktan sonra baska

bir tranlasyon baglatici sinyale gerek duymaksizin ribozom tarafindan okunmasini



saglar (21). 5’-NCR yaklasik 340 niikleotid uzunlugundadir. 3’-NCR ise 200 ile 235
niikleotid arasinda degismekte olup RNA replikasyonu igin kritik oneme sahip,
degisken bir poly (U/UC) bélgesi ve iyi korunmus degismez x kuyruk bolgesi igerir.
5’ ve 3’ uclarinda translasyona ugramayan bolgeler arasinda iyi korunmus yaklagik
3000 aminoasitlik bir poliproteini kodlayan agik okunur bélge (ORF) bulunur (22). Bu
ORF bolgesinden kodlanan viral poliproteinler viriise ve konaga ait proteazlar
tarafindan islenir. Islendikten sonra yapisal ve yapisal olmayan 10 adet viral protein
olusur (21). Bunlardan yapisal olan 3 protein; niikleokapsid proteini (kor protein, core
protein, C) ve iki zarf proteinidir (E1,E2). Yapisal olmayan proteinler ise viriisiin
olusumunda rolleri kesin olmayan iki protein (p7 (NS1) ve NS2) ile viral replikaz
kompleksini olusturan bes proteinden (NS3, NS4A, NS4B, NS5A ve NS5B)
olugsmaktadir (Sekil 1) (23).
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Sekil 1. HCV genomu ve kodladig1 proteinler (18)
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RNA replikasyon
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C proteini, E1 ve E2’den olusmaktadir. C proteini sinyal peptidaz ile
poliproteinin amino terminal ucundaki 191 aminoasitlik bolgenin ayrilmasiyla olusur.
C proteini immiinojeniktir ve viriisle infekte hastalarin kaninda hem kendisi hem de

proteine kars1 gelisen antikorlar saptanabilmektedir. C proteininin dogal 6ldiiriicii



(natiirel killer (NK)) hiicre yanit1 ve T hiicre ¢ogalmasini inhibe ederek HCV’nin

immiin sistemden kagmasinda rol aldig1 gosterilmistir (24).

Transmembran glikoproteinleri olan E1 ve E2, viral poliproteinin sirayla 383 ve
746. siradaki aminoasitlerden kesilerek olusturulur. “’Cluster of differentiation’” 81
(CD81), “’scavenger receptor BI’” (SR-BI) ve occludin, claudin gibi konak hiicre
reseptorlerine baglanmada E2’nin reseptor gorevi gordiigii, E1’in ise viriisiin fiizyonla

konak hiicre igine giriste rol oynadig diistiniilmektedir (25).

E2, ¢ok degisken bolge (hypervariable region; HVR) olarak adlandirilan ve
HCV’nin en ¢ok degiskenlik gosteren bolgeleri olan boliimleri igcermektedir. Bu
bolgeler HVR-1, HVR-2 ve HVR-3 olmak tizere ti¢ pargadir. Bu li¢ par¢a i¢inde ise
HVR-1 en ¢ok degiskenlik gosteren bolgedir. islevi cok fazla aydinlatilmis olmasa da
HVR-1’in immiin sistem hiicrelerinin reseptor olarak tanidigi zarf icindeki bir yapiy1

kapattig1 ve boylece HCV’nin immiin sistemden kagabildigi one siiriilmektedir (24).

Yapisal Olmayan Proteinler

Viriisiin yapisal olmayan proteinleri p7 (NS1), NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A,
NS5B’dir ve viral poliproteinin viriisiin proteaziyla kesilmesiyle olusmaktadir. P7
proteini iyon kanali 6zelliginde olup viriisiin bir araya gelme siirecinde rolii oldugu

diistiniilmektedir (25).

NS2 proteini hidrofobik bir transmembran proteinidir ve sistein proteaz
aktivitesi sayesinde NS2/NS3 kesilmesinde gorev alir. NS3 proteini niikleozid
trifosfataz (NTPaz), serin proteaz ve RNA helikaz aktivitesine sahiptir. Bu protein ise
NS3/4A, NS4A/NS4B, NS4B/NS5A ve NS5A/NS5B boliinmesinden sorumludur
(25).

NS4A proteini, NS3 i¢in bir kofaktordiir. NS4B proteini, viral replikasyonun

gerceklestigi bolge olan endoplazmik retikulum iizerindeki membranéz ag olusumuna

katilir (25).

NS5A proteini, RNA replikasyonunda rol oynadigi bilinen, ii¢ bdlgeden
(Domain: D1, D2, D3) olusan membrana bagh bir fosfoproteindir. D1, D2 bdlgeleri
RNA baglanmasi ve dimerizasyonunda gorev alirken D3 bolgesi lipid damlaciklar

tizerinden kor proteini ile etkilesime girerek viral tutunmada gorev almaktadir (24).



Ayrica NS5A proteinin 40 aminoasitlik kismi interferon duyarliligini belirleyen bolge
(ISDR, interferon sensitivity determining region) olarak isimlendirilmistir. ISDR ile
ilgili mutasyonlar interferon (IFN) direncinden sorumludur (26, 27). NS5B proteini
RNA bagimli RNA polimeraz aktivitesine sahiptir. Bu aktivitesiyle HCV nin pozitif
iplik¢ikli RNA’sindan tamamlayici negatif iplik¢ikli RNA’nin sentezinde, daha sonra
ise bu negatif iplik¢ikli RNA’dan pozitif iplik¢ikli RNA sentezinde gorev alir (Tablo
1) (20).

Tablo 1. HCV'nin kodladig: proteinler ve islevleri

Aminoasit Protein Islevi

1-191 Cc Niikleokapsid

192-383 El Zarf glikoprotein

384-746 E2 Zarf glikoprotein

747-809 P7 Iyon kanal 6zelligi

810-1026 NS2 Sistein proteaz

1027-1657 NS3 Serin proteaz, RNA helikaz, NTPaz
1658-1711 NS4A NS3’iin aktivitesi i¢in kofaktor
1712-1922 NS4B Membranéz ag olusumu
1923-2420 NS5A ISDR (interferon direnci)
2421-3010 NS5B RNA bagimli RNA polimeraz

HCV Replikasyonu
Tutunma ve Hiicreye Giris

HCYV vaskiiler endoteli gecer ve sonra hepatositin bazolateral yiizeyleri ile temas
eder. Glikozaminoglikanlar (GAGs), C-lektinler ve diisiik dansiteli lipoprotein
reseptor (LDL-R) araciligiyla hiicre yiizeyinde yogunlasir daha sonra viral reseptorler

ile hiicreye tutunarak hiicreye girisi gerceklesir (28).

HCYV viral resopler ile konak hiicredeki SR-BI, CD81, occludin ve claudine
baglandig, hiicreden hiicreye bu reseptorler araciliiyla gecebildigi diistiniilmektedir.
Bu reseptorlere baglanma HCV’nin klatrin giidiimlii endositoz ile hiicre igine

alinmasiyla sonuglanir. Endozom asidifikasyonu flizyon peptidleri aciga ¢ikarir ve bu



peptidler yardimiyla viral ve endozomal zarlar birlesir, kapsid soyulur, genom sitozole

salmir (29).
Translasyon

Viral genomun 5’ ucundaki IRES bdlgesi ribozomun 40S alt birimine baglanir
ve sonra viral poliprotein sentezi baslar. Daha sonra viral poliprotein viral ya da konak

hiicreye ait proteazlar tarafindan iglenerek viral proteinler ortaya ¢ikar (25).
Replikasyon

NS4 proteininin olusturdugu membrandz ag icerisinde yapisal ve yapisal
olmayan proteinler birikir ve yapisal olmayan proteinler replikasyon kompleksini
olusturmaktadir. RNA bagimli RNA polimeraz aktivitesine sahip olan NS5B pozitif
iplik¢ikli RNA molekiiliinii kalip olarak kullanarak yeni viral genomlar1 ortaya
¢ikarmaktadir (25).

Bir Araya Gelme ve Salinma

Viral genom sentezlendikten sonra kapsid proteinleri sentezlenir. Viral genomun
sentezlenen kapsid proteinleriyle sarilmasi sonucu niikleokapsid yapist olusur.
Niikleokapsid yapist  olustuktan sonra virlis endoplazmik retikulumdan
tomurcuklanarak zarf yapisini kazanir. Zarf yapisini kazanan viriis golgi cisimcigine

transport olur ve ekzositoz yoluyla hiicre digina salinir (25).

Immunopatoloji

HCV ve enfekte ettigi hiicrelere karsi olugsan humoral ve hiicresel immiin yanit
mekanizmasi poliklonal ve multispesifiktir. Immun yanitta gorev alan hiicreler viriisiin
baskilanmasinda etkili oldugu gibi, karaciger hasarinin olusumuna da neden olurlar
(30). HCV E2 proteini ile konak hiicre CD81’ine baglanarak hiicre igine girer. CD81;
hepatositler, B-lenfositler, T-lenfositler ve NK gibi ¢esitli hiicre tiplerinde farkli
islevleri olan olan bir hiicre yiizey proteinidir (31). Viriise karsi aktive olan ilk hiicreler
NK hiicreleridir. Enfeksiyonun oldugu boélgede hizla toplanan NK hiicreleri hem
enfekte hiicreleri ortadan kaldirarak hem de sitokin ve kemokin tireterek hastalik

patogenezini dogrudan etkiler (32). Dentritik ve diger antijen sunan hiicreler ile



etkilesen diger viral proteinler sitotoksik T lenfosit (CTL) yanitini baslatir (33). Klonal
olarak ¢cogalmis aktive CTL’ler lenf bezlerinden enfekte dokulara yonelirler. CTL’ ler
Fas ve perforin yolaginin aktive olmasi ile sitopatik etki gosterirler. Bu sitopatik etki

karaciger hasarinin baslica nedenidir (34).

HCV diger hepatit viriisleri gibi sitopatik degildir. Enfekte hiicreler immun
yaniti baslatir ve bu immun yanit hepatosit hasarina sebep olur. Hastaligin
kroniklesmesi T hiicre cevabi ile iligkilidir. Gli¢lii hiicresel immun yanit iyilesmeyi
saglar. Tyilesen hastalarda periferik kanda saptanabilir dl¢iide CD4+ T hiicre cevabi
gosterilirken, CD8+ T hiicre cevabi1 gosterilememistir. Kroniklesmis enfeksiyonu

hastalarin periferik kaninda CD8+ T hiicre cevabi varken, CD4+ T hiicre cevab1 yoktur
(35).

HCV’de karaciger hasar1 bagisiklik sisteminin yaninda viriisiin direkt olarak
reaktif oksijen tiirlerini (ROS) ve reaktif nitrojen tiirlerini (RNS) arttirmasi ile hiicre
ici anti-oksidan kapasitelerinde azalmasina neden olur. Bu durum hem profibrojenik
sitokin olan TGF-beta’y1 (Transforming growth factor beta) arttirirken hem de
hiicresel deoksiriboniikleik asitte (DNA)’da hasar olusturarak HSK gelisimine yol agar
(36).

Ayrica bazi hastalarda siroz olmadan HSK gelisebilmesi viriisiin onkojenik
Ozellikler tasidigimi disiindiirmektedir. Kor proteininin protoonkogenleri aktive
ederek, apoptozu inhibe ederek ve tiimor reseptdr genine (p53) etkisiyle onkojenik etki
yaptig1 bilinmektedir. Kor proteini NS5B proteinleri ile beraber tiimdr supresor gen

olan retinoblastom proteinini inhibe eder (36, 37).

Epidemiyoloji

Diinya niifusunun yaklasik %]1°i yani tahmini olarak 50 milyon kisi HCV ile
enfektedir ve bu hastalarin %85’inde viriis klirensi saglanamayarak kronik enfeksiyon
gelismektedir. Diinya Saglik Orgiitiiniin 2024 raporuna gore 2022 yilinda HCV ile
enfekte yeni kisi sayist 1 milyon olarak bildirilmistir (2). HCV gelismis ve gelismekte
olan filkelerde kronik hepatit, siroz ve hepatoseliiler karsinom gibi karaciger

hastaliklarinin en 6nemli nedeni olarak gdsterilmektedir (38). Diinya Saglik Orgiitii’ne



gore 2022 yilinda 240.000 kisi HCV’ye bagh karaciger hastaligi nedeniyle dlmiistiir
().

HCV prevalans1 HBV prevalansindan daha diisiik olmasina ragmen daha
heterojen dagilima sahiptir. HCV enfeksiyona sahip kisiler damar i¢i madde
kullanicilari, homosekstieller ve gilivenli saglik hizmetlerinin yaygin olmadigi
bolgelerde yasayanlardir. Gegmiste saglik uygulamalarinda sterilizasyona uyulmadigi
ve tek kullanimlik malzemelerin yayginlasmadigi donemlerde enfekte olan olgular
“kohort etkisi” fenomenini olusturmakta; viriis ile enfekte ve bulas riski olusturan yash

bir niifusu olugturmaktadir (2).

HCV prevalansi bolgenin gelismislik diizeyi, bolgesel risk faktorleri, virlisiin
genomik farkliliklarindan dolayr her cografyada farklidir. Dogu Akdeniz iilkeleri
(%1,8) ve Avrupa (%0,9) yiiksek prevalans oranina sahip bolgelerdir (2). Asya ve
Afrika gibi az gelismis iilkelerde prevalans yiiksek orandayken, Kuzey Amerika, Bati

Avrupa ve Avusturalya gibi sanayilesmis iilkelerde prevalans diisiiktiir (39).

En yiiksek prevalans Misir’da, en diisiik prevalans ise Ingiltere ve Iskandinav
iilkelerinde bulunmustur. Prevalansin en yiiksek oldugu Misir’da, prevalans yasla
birlikte artar, fakat tiim yas gruplarinda yiiksektir (40). Tiirkiye, Ispanya, italya,
Japonya ve Cin gibi iilkelerde de yas ilerledikce prevalans artmaktadir. Bu da bize bu
tilkelerde 40-60 y1l 6nce HCV enfeksiyon riskinin yiiksek oldugunu gostermektedir
(41).

Ulkemizde yapilan calismalara gére HCV prevalansinim %0,3-1,8 oldugu tahmin
edilmektedir (42, 43). Ulkemizde yapilan bir ¢alismada anti-HCV siklig1 %1 olarak
bulunmus ve prevalansin 50 yasindan sonra arttigi gozlenmistir (42). Saglik
Bakanligi’nin 2016 verilerine gore anti-HCV pozitifligi hemodiyaliz hastalarinda
%3.,8, diyaliz hastalarinda %]1,7, bobrek transplantasyonu yapilan hastalarda %1,96,
karaciger transplantasyonu yapilan hastalarda ise %7,6 olarak bulunmustur (44).
Saglik Bakanhigmin 2018 yilinda yaymnladign Tiirkiye Viral Hepatit Onleme ve
Kontrol Programi’nda 18 yas {istii niifusta yaklagik 250.000-550.000 kisinin viriis ile
enfekte oldugu ve bu hastalarin ¢ogunun bu durumun farkinda olmadigi bildirilmistir
(44).
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Genotip

1989 yilinda Choo ve arkadaslart HCV’yi klonlayip genomunu belirledikten
sonra diinyanin birgok bolgesinde HCV genomu siralanmis ve degisik HCV tipleri
elde edilmistir (17, 45). Genom dizileri belirlenmis HCV’ler karsilastirildiginda;
viriisiin tiim bolgelerini kapsayan benzerlikler fark edilmis ve bunlar grup ve subgrup
olarak siniflandirilmistir. Bu siniflandirma genotiplerin ortaya ¢ikmasina zemin
hazirlamistir. Genotipler rakamlar ile (1, 2, ...), alt tipler ise kii¢iik harfler ile (a, b, c,
...) gosterilmektedir (46). Genom dizilerinde %65-70 benzerlik olanlar genotip olarak
tanimlanmaktir. Yani ayni genotipe ait HCV suslar1 %30-351in altinda ayni alt tipe ait
HCV suslar1 ise %15’in altinda genom farkliligi gosterir. HCV 8 genotipe ve bu
genotipler i¢inde yaklasik 100 alt tipe ayrilmistir. Bu alttiplerden 73 tanesi
onaylanmustir (Tablo 2) (3, 46).

Tablo 2. HCV genotipleri ve onaylanmig 73 alt tipi

Genotip | Alt Tip

1 a,b,cdeqghijklmno

2 a,b,cdefijklmaqgrtuv

3 a,b,deqghik

4 a,b,cdfogklmnonpaqrstvw
5 a

ay bu C; d! el fl gu hu ii jl kl Il my nl O! p: qy rl 55 t; u! Vl Wv Xa‘l Xbl

6 Xc, xd, xe, xf, xg, xh, xi, Xj
7 a,b
8 a

Epidemiyolojik ¢aligmalara gére HCV genotipleri ve alt tiplerinin yayginligi
cografi bolgelere gore degisiklik gostermektedir. Tiim diinyada en yaygin goriilen
genotipler 1, 2 ve 3 iken genotip 4, 5 ve 6’nin goriildiigii cografik bolgeler sinirhidir
(46). Gower ve ark. tarafindan 2014 yilinda yapilan bir metaanalizde %46 oran ile
genotip 1’in tiim diinyada en yaygin genotip oldugu bulunmus ve bunu genotip 3
(%22), genotip 2 (%13) ve genotip 4 (%13) takip etmistir. Bunlar i¢inde tek bagina
subtip 1b’nin en yaygin subtip oldugu ve tiim enfeksiyonlarin %22’sinden sorumlu

oldugu gosterilmistir (4).
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Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa’da genotip 1, Sahra alt1 Afrika, Misir ve
Ortadogu’da genotip 4, Giiney Afrika’da genotip 5, Hindistan ve Pakistanda genotip
3 en yaygin olarak goriilmektedir (Sekil 2) (47).

555 million

“ e NP Averca Wl

B v Evce HCV genotype proportion 13nin

[ vt B . )
NS % % O

Sekil 2. HCV genotiplerinin cografik dagilimi (48)

Tiirkiye’de yapilan ¢alismalarda HCV genotipleri i¢inde genotip 1b %66,7-100
arasinda olup birinci siklikla goriilmektedir. ikinci siklikla gdsterilen genotip ise %5,8-
33,3 oranindaki genotip la’dir. Daha az siklikla genotip 2a, 3a, 4, 4c¢ bildirilmistir.
Gortildiigii gibi, Tiirkiye’de genotip 1 HCV’li olgularin %81-96,7’sinde saptanmistir
(5).

Viral genotipin belirlenmesi enfeksiyon kaynagi, prognoz ve tedavi secenekleri
acisindan 6nemlidir. HCV tedavisinde dogrudan etkili antivirallerin kullanilmasiyla
genotip ve alt tip belirlenmesi daha da 6nem kazanmistir. Genotip 1 enfeksiyonlarinda
kronik hepatit ve siroz gelisi daha yliksek iken IFN tedavisine yanit daha diisiiktiir.
Genotip 3 ile enfekte olan hastalarda ise steatoz ve fibrozis gelisimi daha yiiksektir
(18). Damar i¢i uyusturucu kullananlarda genotip 3 ve 2, kan transfiizyonu sonrasi ve

sporadik hepatitlerde ise genotip 1b’nin daha yaygin gézlenmistir (49).
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Tiiriimsii (Quasispecies)

HCYV ile enfekte hastanin dolagimindaki virionlarin yar1 émriiniin 45 dk olmasi
hastada giinde yaklasik 10°-10%? virion partikiil iiretilmesine sebep olmaktadir. Bu
viral donglinilin sik olmasi ve viriisteki NS5B geni tarafindan kodlanan RNA bagiml
RNA polimeraz enziminin dogrulama mekanizmasinin ‘proofreading aktivitesinin’
olmamasi1 yiiksek mutasyon sikligima yol ag¢maktadir. Bu mutasyonlar viriis
genomunun 5> NCR bolgesi hari¢ her bolgede olmakla birlikte en sik E2’de bulunan
HVRI bolgesinde olmaktadir. Bu nedenle HCV ile enfekte hastanin dolagiminda ayni
genoma sahip homojen bir HCV popiilasyonu bulunmaz ve genetik olarak farkli fakat
birbirine olduk¢a yakin varyantlar meydana gelir. Bu varyant havuzuna tiiriimsi
(quasispecies) adi verilir (50, 51). Bu tiirimsiiler viriise énemli derecede avantaj
saglamakta, viriistin yeni ¢evre kosullarina uyumunu kolaylastirmakta ve antiviral
tedavilerde dirence sebep olabilmektedir. HVR1 bdlgesindeki mutasyonlarin IFN

direncinden sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (52).

Bulas Yollan

HCYV bulas yollar1 arasinda damar i¢i madde kullanimi, kan transfiizyonlar1 ve
uygunsuz medikal islemlerdir. Damar i¢i madde kullanimi gelismis tilkelerde en sik
sebepken, kan transfiizyonlar1 gelismekte olan {ilkelerde en sik bulas sebebidir. HCV

bulasin1 baslica parenteral, cinsel iliski ile ve perinatal bulas olarak siniflayabiliriz
(53).

1 Parenteral Bulag
HCYV bulasimin en sik sebebi parenteral bulastir.
Kan ve Kan Uriinleri

Gegmiste yapilan kan transfiizyonu HCV bulasi i¢in biiyiik bir risk faktoriidiir.
HCV 1970-1980’li yillarda transfiizyonla bulasan en 6nemli viral etken olmus ve bu
yillarda yapilan transfiizyonlarin yaklasik %7-10’ununda viriisiin  bulastig1

bulunmustur. 1990°’da anti-HCV antikorlar1 agicindan verici taramanin baslamasiyla
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bu bulas riski ¢cok diismiistiir (54). Ulkemizde ise anti-HCV taramasi1 1996 yilindan
itibaren baslamustir (55).

Damar I¢i Madde Kullanimi

Gelismis iilkelerde damar i¢i madde kullanimi HCV bulasiin baslica yoludur.
Diinya lizerinde yaklasik 10 milyon damar i¢i madde kullanan kisinin anti-HCV pozitif
oldugu tahmin edilmektedir. Damar i¢i madde kullanimina bagl anti-HCV pozitifligi
%60-80’lerde saptanabilmektedir. Bu hastalarda tedavinin amaci sadece HCV’ye bagh
morbidite ve mortalitenin azaltilmasi degil, ortak enjektdr kullanim1 sebebiyle bulag

riskini de engellemektedir (56).
Hemodiyaliz

Hemodiyaliz hastalar1 HCV gibi kan yoluyla bulasan etkenlere karsi daha
aciktir, bunun sebebi hemodiyalizin vaskiiler bir giris gerektirmesi ve hemodiyaliz
hastalarinin bagisiklik sisteminin zayif olmasidir (57). Geligmis tilkelerde hemodiyaliz
hastalarinda HCV prevelans1 %2,6 ile %22,9 arasinda degismekle birlikte, uzun siire
hemodiyalize devam edenlerde, kan transfiizyonu olanlarda, erkeklerde, diyabet
hastalarinda, nakil dykiisii olanlarda ve alkol kullananlarda risk daha fazla artmaktadir

(58).
Meslek ile Tlgili Bulasma

HCYV ile enfekte hastalardan saglik ¢alisanina bulasin en 6nemli kaynagi kazara
igne igne batmasidir, diisiik oranlarda konjonktivaya kan sigramasi ile de bulas
olabilmektedir. Saglik calisanlari arasindaki HCV oran1 normal popiilasyonla yaklasik

aynidir (59).
Doku Transplantasyonu

Anti-HCV pozitif vericiden yapilan doku transplantasyonu ile de bulag
olabilmektedir. Hastalarin immiimsiiprese olmasi sebebiyle anti-HCV testleri degerli

degildir ve HCV RNA testleri gereklidir (60).
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Diger

Dovme, insan 1sir1g1 ve geleneksel halk tedavileri (akupunktur ve hacamat gibi)

ile de HCV bulasi olabilmektedir (61, 62).
2 Perinatal Bulas

HCV RNA pozitif anneden bebege perinatal bulas %5.8 iken insan immiin
yetmezlik virtisii (HIV) ile koenfeksiyon durumunda bulas %10.8 oldugu
bulunmustur. Viral yiikiin fazla olmas1 ve invaziv girisimler de riski arttiran diger
durumlardir (63). Perinatal bulas genellikle intrauterin yolla veya intrapartum (dogum
sirasinda) olmaktadir, postpartum bulasmalar ise cok nadirdir. HCV ile enfekte

anneden bebege emzirme ile bulas olduguna dair bir kanit ise heniiz yoktur (64).
3 Cinsel Yolla Bulag

Tiikriik ve semende HCV RNA saptanmistir, bu yiizden HCV cinsel temas ile
de bulasabilir. Tek bir partnerle heteroseksiiel iligki ile HCV bulas riskinde normal
poplilasyona gore bir artisin olmadigi diistiniilmektedir. Riski arttiran faktorler; cinsel
partnerin yiiksek risk grubunda olmasi (homoseksiiel veya biseksiiel olmasi, damar ici
madde kullanmasi1), partner sayisinin fazla olmasi, cinsel yolla bulasan bagska

hastaliklar (HIV ile koenfeksiyon) olmasidir (65).

Klinik

Hastalarin ¢ogu asemptomatik oldugu i¢in akut déonemde tan1 koymak oldukga
zordur ve hastalarin ¢cogunda kronik enfeksiyon gelisir. Hastalarin sadece %25’inde
hepatit ve buna bagli sarilik goriiliir. Hepatit B enfeksiyonunun aksine akut donemde
tan1 koymak onemlidir ¢iinkii tedavi ile kroniklesme olasiliginin azaltilabilecegi
gosterilmis. Bu yiizden siipheli bir temas oldugunda hasta serum ALT diizeyi haftalik
izlemlerle takip edilmeli yilikselme oluyorsa HCV RNA bakilmasi onerilmektedir.
HCYV ile karsilagmadan sonraki birkag¢ giin ile ii¢ hafta icinde HCV RNA kanda
saptanabilmektedir fakat anti-HCV tespit edilebilecegimiz diizeye yiikselmesi ii¢ ay1
bulabilir (23, 66).
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Akut HCV enfeksiyonundan sonra; erkek olmak, ileri yas, etnik kdken (zenci
olmak), HIV veya HBV ile koenfeksiyon olmasi, asir1 alkol kullanimi, hafif klinik ve
immiinsuprese olmak kroniklesmeyi arttiran faktorlerdir. Hastalar ¢ok farkli klinik
seyir gostermektedir. Siroza ilerleyen vakalar da ¢ok fakli klinik seyir gosterir. O
yiizden hastalar yakin takip edilmelidir. Hastaligin seyrini en iyi gosteren test karaciger
biyopsisidir. Tedavi Oncesi yapilan karaciger biyopsisi hem karaciger hasarini iyi

tanimlar hem de hastalik siirecinin nasil ilerleyecegini 6ngérmekte ¢ok faydalidir (23,

67).

In vitro calismalar HCV C proteininin ve NS3 proteininin konak hiicrelerini
transforme edebildigini gostermistir, HSK un da bu sekilde gelistigi diislintilmektedir,
fakat yine de kronik HCV enfeksiyonundan HSK gelismesi mekanizmasi tam olarak

net degildir (23, 67).
Akut Hepatit C

Akut hepatit C’nin klinik bulgular1 olduk¢a degiskendir. Genellikle
asemptomatik olmakla birlikte, hastalarin yaklasik %20-30’unda bulanti, kusma, sag
ist kadran agrisi, idrar renginde koyulagsma ve sarilik gibi diger hepatit formlarindan
farkli olmayan bulgular1 vardir. Inkiibasyon periyodu yaklasik yedi hafta kadardur,
ancak bazi viral gostergeler semptomlarin baslangicindan c¢ok daha Once ortaya
cikmaktadir. Temastan sonraki yaklasik 1-2 hafta icinde kanda HCV RNA saptanabilir
ve benzer zaman i¢inde serum ALT diizeyleri artmaya baslar. Bundan bir siire sonra
semptomlar belirmeye baslar. Semptomatik olan hastalarda sikayetler yaklasik 2-12
hafta kadar siirmekte sonra yavas yavas kendiliginden kaybolmaktadir. Anti-HCV
antikorlar1 ise yaklasik ii¢ ay sonra saptanabilmektedir. Akut hepatit C ¢ok nadiren

fulminan seyir gosterirken genellikle kronik enfeksiyona ilerler (68).
Kronik Hepatit C

HCV enfeksiyonu tanis1 konduktan en az alti ay sonra enfeksiyonun devam
etmesi ve kanda HCV RNA saptanmasi ile kronik hepatit C tanisi koyulur (66). HCV
enfeksiyonunun kroniklesmesini yas, 1rk, yasam tarzi gibi faktorlerin etkilemesi ile
birlikte yaklagik %70-85 arasindadir (69). Enfeksiyonun akuttan kronige gecisi
sirasinda HCV RNA ve ALT diizeyinde dalgalanmalar goriilebilir, fakat bazi
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hastalarda negatif HCV RNA ve normal ALT diizeylerine rastlanabilmektedir. Kronik
hepatit C hastalarinin sikayetleri genellikle olmamakla birlikte ¢ok az bir kisminda
belli belirsiz sikayetler olabilir. Siroz gelismesi genellikle sessiz oldugundan, ¢ogu
hastada son donem karaciger hastaligi veya HSK gelistikten sonra HCV
enfeksiyonunun farkina varilmaktadir. HCV az gelismis iilkelerde akut hepatitin
%20’sini, kronik hepatitin %70’ini, son donem karaciger sirozunun %40’m1 ve

karaciger transplantasyonu yapilan hastalarin %30’unu olusturmaktadir (67, 68).
Siroz ve Sirozun Dekompansasyonu

Siroz gelistikten sonra her hastada ilerleyis hizi farkli olmakla birlikte asit,
sarilik, hepatik ensefalopati, varis kanamasi ile karakterize olan dekompansasyon
tablosu gelismektedir. Kompanse sirozlu hastalarda albiimin ve trombosit
diizeylerinde diisme olmasi ve AST/ALT oraninda artis olmasi durumunda

dekompansasyon gelistigi akla gelmelidir (70).
Okiilt Hepatit C

Kanda HCV tespit edilemezken, periferik kan monoliikleer hiicrelerinde ve
karacigerde HCV RNA saptanmasi ile karakterize bir tablodur. HCV her ne kadar
hepatotropik bir virlis olsa da periferik kan monoliikleer hiicrelerinde de
cogalabilmektedir. Seronegatif okiilt hepatit C (anti-HCV ve HCV RNA negatif) ve
seropozitif okiilt hepatit C (anti-HCV pozitif, HCV RNA negatif) olmak iizere iki
sekilde karsimiza ¢ikmaktadir. Anormal karaciger fonksiyon testi olan fakat HCV
RNA’s1 negatif olan hastalarda akla gelmelidir. Okiilt hepatit C, kronik hepatit C’den

daha az karaciger hasarina sebep olur ve daha az agresif seyreder (71).
Hepatoseliiler Karsinom

Kronik HCV enfeksiyonunda ortaya ¢ikan inflamasyon, nekroz, rejenerasyon ve
siroz onkogenezis gelisimine zemin hazirlamaktadir. HCV’nin hem yapisal hem
yapisal olmayan proteinlert HSK gelisimiyle ilgilidir, bunlardan en ¢cok C proteini ve

NSS5A proteini 6ne ¢ikmaktadir (72).

HSK, kronik hepatit C’nin ge¢ donem komplikasyonudur ve her yil yaklagik
hastalarin %2-5’inde HSK gelisir ve sirozlu hastalarda HSK gelisme riski daha
yiiksektir (73). Spesifik olarak serum alfe-fetoprotein (AFP) diizeyi yiiksektir (74).
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Ekstrahepatik Bulgular

HCV enfeksiyonu sirasinda olusan immiinkomplekslere bagl karaciger disi
bircok klinik tablo ortaya c¢ikabilir. En sik karsimiza ¢ikan ekstrahepatik bulgular;
mikst esansiyel kriyoglobiilinemi, Raynaud fenomeni, Sicca sendromu, liken planus,
tip 2 diyabet, sistemik wvaskiilit, periferik noéropati ve membranoproliferatif
glomerulonefrittir. Dogrudan etkili antivirallerin kullanilmasiyla bu ekstrahepatik

bulgularda azalma ve bunlara bagli 6liimlerde azalma olacag diistiniilmektedir (75)

Laboratuvar Tam Yontemleri
Hiicre Kiiltiirii

HCV’yi iiretebilen hiicre kiiltiir sistemi olmamasi HCV hakkinda ilerlememizi
ve bilgi edinmemizi engellemis, asi ¢alismalarini kisitlamistir. 2003 yilinda Wakida
ve arkadaslari, Japonya’da, bir fulminan hepatit hastasindan klonlanmigs HCV JFH-1
susu kullanarak, HCV’yi hiicre kiiltiiriinde tiretmeyi basarmistir (76).

HCV’nin hiicre kiiltiiriinde iiretilmesinden sonra, dogrudan etkili antivirallerin
gelistirilmesi kolaylagmistir. IFN icermeyen dogrudan etkili antiviral tedavisi, HCV’yi
yiiksek ol¢ilide ortadan kaldirmakta, daha az yan etkisi olmakta ve daha kisa bir tedavi

stiresi sunmaktadir (77).
Laboratuvar Testleri

Kullanim amacina gore; tarama testleri ( EIA ve CLIA (Kemiliiminesans immiin
Analiz) tabanli Anti-HCV testleri), tamamlayici (supplemental) testler (Strip

immunoblot testler) ve konfirmasyon testleri (HCV RNA) olarak siniflandirilir.

Identifikasyon metoduna gore ise; indirek testler (Anti-HCV ve Strip
immunoblot testler) ve direk testler (HCV RNA, HCV kor antijen, HCV genotipleme

testleri) olarak siniflandirilir (78).
Anti-HCYV testleri

Anti-HCV antikorlar1 HCV ile enfekte olduktan yaklasik 2-8 hafta sonra ortaya
cikar ve yasam boyu devam eder. Anti-HCV antikorlar1 ortaya ¢ikmadan 6nce HCV
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RNA ve Kkor antijen testlerinin saptanabildigi doneme serolojik pencere denir ve

yaklasik 60 giin stirmektedir (79).

Viicut sivilarinda spesifik antikorlarin tespiti ve miktarinin belirlenmesinde
genellikle enzimatik reaksiyon (EIA veya enzim baglantili immiinosorbent analiz
(ELISA)) veya 151k emisyonu (CLIA) tabanli testler kullanilir (80).

Ucg farkli kusak anti-HCV antikor testi vardir. Bu testlerden antijen olarak
viriisiin yapisal olmayan NS4 proteininin rekombinant ¢100-3 epitopunu kullanan
birinci nesil HCV EIA’dir. Bu testin duyarlilik ve 6zgiilliigli ikinci ve iiglincli kusak
testlere gore daha disiiktiir. Birinci kusaga yapisal olmayan NS3 proteininin
rekombinant epitopu c33c ve yapisal C proteininin epitopu c¢22-3’iin eklenmesiyle
ikinci kusak HCV EIA ve ikinci kusak HCV EIA’ye yapisal olmayan NS5 bolgesinin
bir rekombinant epitopu eklenmesiyle ii¢lincii kusak HCV EIA testleri ortaya
cikmustir.

Birinci nesil EIA testleri ile bulasin yaklasik 16. haftasinda pozitifilik
saptanirken, ikinci nesil EIA testleri ile 10. haftasinda pozitiflik saptanir. Ugiincii nesil
ElA testlerin ise bu siire yaklasik sekizci haftada pozitiflik saptayabilir. Ayrica ti¢iincii
kusak HCV EIA testlerine HCV kapsid antijenini de saptayan HCV cor antijen testinin
de eklenmesiyle dordiindii kusak EIA testleri ortaya ¢ikmistir. Diger EIA testlerine
kiyasla bu testle birlikte bulastan yaklasik bes hafta sonra HCV antijen ve antikorlarin
saptanabildigi bildirilmistir (81).

Strip immunoblot testler

Strip immunoblot testler HCV viral antijenleri ile kaplanmis nitroseliilez stripleri
kullanarak spesifik antikorlar1 tespit eder. Bunlardan en yaygin olanlar1 rekombinant
immiinblot analiz (RIBA) ve INNO-Line Immun Assay (LIA)’dir. RIBA testinde iki
ve lizeri sayida bandin goériinmesi pozitif, bir bandin goriilmesi belirsiz, hi¢ bandin
goriilmemesi negatif olarak degerlendirilir. Bu testin ikinci kusaginda antijen olarak
rekombinant proteinlerden c22-3, ¢33-c ve c100-3 kullanilmakta bunlara NS5
eklenmesiyle iiciincii kusak RIBA testi gelistirilmistir. Uciincii kusak testin

gelistirilmesiyle her ne kadar belirsiz degerler onemli oranda azalsa da yine bir
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dogrulama testi gerekeceginden Centers for Disease Control and Prevention (CDC),

2003 yilindan itibaren RIBA testinin kullanilmasini 6nermemektedir (82).
Hizli immiinokromatografik test

Son yillarda anti-HCV tespitinde hizl1 hasta basi testler gelistrilmistir. Bunlardan
biri olan OraQuick HCV testi Food and Drug Administration (FDA) tarafindan onay
almistir. Bu testte 6rnek olarak vendz tam kan ve parmak ucu kani kullanilabilir ve 20-
40 dakikada sonug verir. Tarama amaciyla tiglincii kusak EIA testine alternatif olarak

kullanilabilir fakat pozitif ¢ikmasi halinde dogrulama testi yapilmalidir (82).
HCYV kor antijen testi

HCV kor antijen (HCV-cAg) testi HCV-RNA testinin pozitiflesmesinden
yaklasik 1-2 gilin sonra yani temastan yaklasik 28 giin sonra pozitiflesmektedir.
Uciincii kusak antikor testlerinin pozitiflesme zamam diisiiniiliirse pencere donemini
onemli ol¢iide kisaltmaktadir. Yapilan ¢alismalarda HCV-cAg testinin HCV-RNA
testleriyle yiiksek korelasyon gosterdigi ve HCV-RNA testinin yapilamadig

durumlarda onun yerine kullanilabilecegi belirtilmistir (82).
HCV RNA Testleri

HCYV enfeksiyonundan siiphelenildiginde ilk yapilan test EIA prensibiyle ¢alisan
anti-HCV testleridir. Ancak bu testler gegirilmis bir enfeksiyon mu yoksa devam eden
bir enfeksiyon mu oldugunu gostermez. Replikasyon gostergesi olan ve aktif
enfeksiyonu gosteren HCV RNA’nin ¢alisilmast HCV enfeksiyonu i¢in en 6nemli
testtir (6). HCV RNA ilk ortaya ¢ikan ve replikasyonun direk belirteci olan testtir.
Kandaki HCV RNA testi enfeksiyondan 1-2 hafta sonra, anti-HCV antikorlar

yiikselmeden ve karaciger enzimleri degismeden tespit edilebilir seviyelere yiikselir
(7).

Hedef amplifikasyon yontemleri (RT-PZR, TMA (Transcription-Mediated
Amplification)) ve sinyal amplifikasyon yontemleri (bDNA, (brancedDNA), dalli
DNA) ile serumda kalitatif veya kantitatif olarak HCV RNA saptanabilmektedir (83).
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Kalitatif HCV RNA Testleri

Bu testler sadece viral genomun varligimi veya yoklugunu tespit etmede
kullanilmakta ve sayisal bir deger vermemektedir. Ozellikle akut enfeksiyonlarin
tanis1 ve transfiizyon giivenliginin saglanmasi amaciyla kullanilmaktadir. Ugiincii
kusak EIA testlerine gore pencere donemini 6nemli 6l¢iide kisalttig bildirilmistir (18).
Kalitatif HCV RNA testleri klasik PZR, RT-PZR ya da TMA teknigine dayanmaktadir
(83).

Kantitatif HCV RNA Testleri

HCV RNA kantitatif testlerde her ml basina viriis miktari verdigi igin viral yiik
tayin yapmak i¢in kullanilan testlerdir. Bu testler genellikle immiin sistemi zayif

hastalarda ve hastalik seyrinin takibinde kullanilan testlerdir.

Viral yiik takibinin yapilabilmesi ve hastanin Onceki degerleriyle
karsilastirilabilmesi i¢in sonuglarin IU/mL biriminde ve logaritmik degerleri ile

birlikte verilmesi 6nemlidir.

HCV wviral yiikini 6lgmek i¢in PZR yonteminin degisik uygulamalari
gelistirilmis ve rutin laboratuvarlarda kullanilmaya baslanmistir (7). Bunlar arasinda
diinya genelinde en yaygin kullanilan RT-PZR ve TMA tabanli testlerdir. RT-PZR ile
cok diisiik miktarlarda viral yiik kanda saptanabilmektedir. Ozellikle antiviral
tedavinin izlenmesinde viral yik tayininin gosterilmesi 6nemli oldugu i¢in PZR

yonteminin dnemi biiyiiktiir (84).
HCV Genotiplendirme Testleri

HCYV enfeksiyonu olan kisilerde hastaligin prognozu ve tedavi planlanmasi igin
HCV genotip tayini 6dnemlidir. Genotip tayini i¢in HCV genomunun dizilenmesi ve
sonra sekans analizi yapilmasi altin standart olarak kabul edilmektedir (25). Ancak
rutin laboratuvar ortaminda dizileme yontemi, yiiksek maliyetli ve emek yogun bir
yontem olmasi nedeniyle ¢ok tercih edilmemektir. Bu nedenle PZR temelli bazi
yontemler, genotip testlerinde daha yaygin kullanilmakta ve sekanslama, referans

laboratuvarlara birakilmaktadir.
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Genotipe 6zgli primerler kullanilarak, kor ya da NS5B bdlgeleri hedef alinarak
yapilan RT-PZR, 5’UTR bolgesinin PZR ile c¢ogaltilmasi sonrasinda restriction
fragment length polymorphism (RFLP) yontemi ve 5'UTR, kor, E1, NS3 ya da
NS5B’nin hedef alinarak PZR ile ¢ogaltilmasi sonrasinda ters hibridizasyon yontemi
gibi PZR temelli testler giiniimiizde siklikla tercih edilmektedir. Bunun disinda EIA
yontemi kullanilarak C, E1, ya da NS4 bolgesi peptidleri ile yapilan serotiplendirme
de kullanilan yontemlerden biridir (25).

HCV genotip i¢in kullanilan testlerden biri de revers dot-blot hibridizasyon
prensibine dayali olan "line probe assay"dir. 5’UTR ’nin bir bolgesinin biyotinlenmis
PZR iiriinlerinin nitro seliiloz seritler lizerindeki tipe 6zgii problarla hibridizasyonu
esasina dayali bir DNA hibridizasyon testidir (88, 89). Bu amagla gelistirilmis iki kit,
VERSANT TM HCV Genotype Assay ve Inno-LIPA HCV II, HCV'nin bir¢ok
genotipini alttipleri ile birlikte kolayca saptama imkani saglamaktadir (9, 86).

mMiRNA

Insan genom projesiyle insan genomunun yaklasik %2’si ile 20.000 protein
kodladig1 kesfedilmistir. Bu kesifle beraber toplam genomun %90’ nindan fazlasinin
aktif olarak transkribe edilmesine ragmen tiimiiniin protein kodlamadig1 anlagilmis ve
bu kisimlar non-coding RNA (ncRNA) olarak isimlendirilmistir. Uzun siire evrimsel
¢Op olarak kabul edilen ncRNAlar hakkindaki g¢alismalar bunlarin bir kisminin
fonksiyonel olabilecegini ortaya koymustur. ncRNAlar uzunluklarina gore kiigiik
kodlanmayan RNA (scnRNA, 18-200 niikleotid) ve uzun kodlanmayan RNA
(IncRNA, >200 niikleotid) olarak iki alt sinifa ayrilirlar. ncRNAlarin bir kismi islevsel
RNAlardir, Bunlar ribozomal RNAlar ve transfer RNAlardir. ncRNAlarin diger bir
kismu ise diizenleyici RNAlardir. Bu diizenleyici ncRNAlar igcinde miRNAlar, PIWI
etkilesimli RNAlar (piRNA), kiiciik niikleolar RNAlar (snoRNA), kii¢iik susturucu
RNAlar (siRNA), dairesel RNAlar (circRNA), IncRNAIlar bulunur (87).

miRNA’lar 1993 yilinda Victor Ambros ve ekibi tarafindan, bir nematod olan
Caenorhabditis elegans’ta kesfedilmistir. Larva gelisiminin zamanlamasin1 kontrol

ettigi bilinen lin-4 geninin bir proteini kodlamadigin1 bunun yerine bir ¢ift kiigiik RNA
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iirettigini kesfetmisler (88). Insan genomunda 2000°den fazla miRNA oldugu ve insan
mRNA’sinin %60’1inin bu miRNA’larin hedefi olabilecegi diisiiniilmektedir (89). Bu
protein kodlamayan 18-22 niikleotid uzunlugundaki miRNA’lar gen ekspresyonunun
diizenlenmesinde kritik rol oynarlar (91). Tek bir miRNA birden fazla geni
etkileyebilecegi gibi, tek bir gende birden fazla miRNA tarafindan etkilenebilir.
Ayrica miRNAlar doku ve organa 6zgii olabilir (95). miRNA’lar konak genlerinin
diizenlenmesi haricinde hiicresel gelisim, farklilasma, proliferasyon, metabolizma,

immiinite ve 6liim gibi bir¢ok yolaklardaki bir¢ok olayla iliskilendirilmistir (92).
mMiRNA biyogenezi

miRNA'lar, birincil miRNA'y1 (primer, pri-miRNA) olusturmak i¢in konake1
miRNA genlerinden RNA polimeraz II tarafindan endojen olarak ¢ekirdekte
sentezlenir. Yaklasik 200 niikleotid uzunlugunda olan bu pri-miRNA'lar RNAz I11
enzimi olan Drosha ve onun kofaktorii DiGeorge syndrome critical region 8 (DCGRS)
tarafindan kesilerek 70 ila 100 niikleotid uzunlugunda 6ncii miRNA (prekiirser, pre-
miRNA)’ya doniisiirler. Pre-miRNA’nin iki niikleotidlik 3 bdlgesini taniyan ve
baglayan kofaktor RAS ile iliskili niikleer protein (RAN)’nin GTP bagh formu ve
exportin 5’ten olugsan kompleksi tarafindan pre-miRNA sitoplazmaya taginir. Daha
sonra sitoplazmada pre-miRNA sitoplazmik bir RNAz III enzimi olan Dicer tarafindan
kesilerek 18-25 niikleotidlik miRNA dublekslerine doniisiirler. miRNA'lar daha sonra
miRISC'y1 olusturmak i¢in RNA kaynakli susturma kompleksi (RISC) adi verilen daha
biiyiik bir protein kompleksi i¢inde bir Argonaute proteini (Ago) ile birlesir. MIRNA
dubleksi, Ago tarafindan ¢oziilir ve geriye kalan olgun tek iplik, miRISC'yi
mRNA'larin 3'NCR'sindeki kismen tamamlayict baglanma bdlgelerine yonlendirir
(93). miRNA hedef baglanmasinin temel belirleyicisi, miRNA'nin 2-8 niikleotidlik
dizileri ve 13-16 niikleotidlik yardimei dizileri ile tamamlayiciligidir. miRISC iligkisi,
MRNA translasyon baskilanmasi ve bozulmasiyla sonuglanir (94). miRNA'lar
genellikle hedef mRNA'larin 3'NCR bolgelerine baglanarak gen ekspresyonunu
baskilarken; miRNA'larin ayrica 5'NCR bolgelerine baglanarak da gen ekspresyonunu
baskiladig1 veya aktive ettigi gosterilmistir (Sekil 3) (12).
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Sekil 3. miRNA biyogenezi (95)

Belirte¢ Olarak miRNAlar

Mitchell ve ark. 2008 yilinda yaptiklar1 ¢alismada endojen miRNA’larin kanda
stabil olduklarin1 ve RNAz enzimleri tarafindan yikilamadiklarini gostermislerdir.
Boylelikle miRNA’larin hastaliklarin teshisinde belirte¢ olarak da kullanilabilecegi
distintilmistiir (13). miRNA’lar plazma, tikriik, idrar, stit gibi 12 farkli viicut
sivisinda stabil olarak izole edilebilmistir. Boylelikle miRNA’larin belirte¢ olarak

kullanilabilecegine dair ¢alismalar hiz kazanmistir (96).

Karaciger cesitli hiicre tiplerinden (parankimal hepatositler, parankimal olmayan
safra epitel hiicreleri, lenfoid hiicreler, vb.) olusur. Her hiicre tipinde sentezlenen
miRNA profili farklidir. miRNAlar, diizeylerinin degisimiyle, hepatik gelisimin
hemen her agsamasinda hiicre proliferasyonunu artirarak veya azaltarak rol oynarlar.
Ayrica cesitli  karaciger fonksiyonlarinin diizenlenmesinde de Onemlidirler.
Karacigerde toplam 277 miRNA'nin eksprese edildigi gosterilmistir. miR-122 en fazla
sentezlenen ve karacigere 6zgii miRNA'lardan biridir (97). Karacigerdeki miRNA
ekspresyonlarinin incelenmesi ile HCV ve HBV ile enfekte karaciger hastaliginin
farkli evreleriyle iliskili spesifik miRNAlar tanimlanmistir (98, 99). Doku

orneklerinden miRNA oOl¢limii invaziv bir islem gerektirmesi ve bunun
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komplikasyonlar1 nedeniyle makul degildir. Karacigerdeki miRNA’larin apoptoz ve
nekroz sonucunda pasif, eksozom ve viral partikiil salgilanmasi sonucu aktif olarak
seruma gegebilir (100). Bazt miRNA’larin serumdaki seviyelerinin karacigerdeki
MIRNA seviyeleri ile iliskili oldugu gosterilmistir (101). Bu nedenlerle serumdan

MIRNA diizeylerinin 6l¢iimii diger yontemlere gore daha uygundur.

18. insan kromozomundan sentezlenen miRNA-122, karaciger homeostazi, yag
metabolizmasinda, hepatokarsinogenezinde kritik bir rol oynadigi gosterilmistir. HCV
genomunun replike olmasi i¢cin miRNA-122’ye ihtiyact vardir. miRNA-122 HCV
genomunun 5’NCR bolgesindeki IRES bolgesine baglanarak HCV genomunun
bozulmasina kars1 koruma saglar ve boylece HCV replikasyonunu destekler. miRNA-
122, eksoriboniikleaz 2'nin HCV 5'NCR ile etkilesimini inhibe eder ve bdylece viral
genomu eksoriboniikleaz 2 tarafindan bozulmasini engeller. Biyoinformatik
calismalar HCV genomunuda NS5B ve 3’NCR bolgerinde miRNA122’nin
baglanabilecegi farkli bolgeler 6ngdrmiis ancak bunun HCV yasam dongiisiine etkisi
tespit edilememistir. HCV miRNA-122’ye baglanarak hem miRNA-122"nin hem de
sentezi mMiRNA-122’ye bagli miRNAlarin hiicre i¢i konsantrasyonlarini azaltabilir.
Ayrica miRNA-122 Nuclear Factor kappa B (NF-kappa B, NF-kB) indiikleyici kinaz
proteininin sentezine etki ederek fibrozisi onler. Bunun yaninda metalloprotease 17
proteinini, siklin G1 ve WNT yolaklarin etkileyerek karsinogenezden koruyucu etki

gosterir (15, 89, 97).

miRNA 155 21. insan kromozomundan sentezlenip immun yanitta, hematolojik
bozukluklarda, kardiovaskiiler hastaliklarda ve tiimorogeneziste rol oynadigi
bilinmektedir (102). insan monositleriyle yapilan in vivo ¢alismalar HCV kor, NS3B,
NS5B proteinlerinin monositlerde miRNA 155 sentezini arttirdigini gostermistir.
miRNA 155’in tiimor nekrozis faktér o’yr artirarak virlise verilen imuun yanit
baslangicinda 6nemli bir rol oynadigi diisiiniilmektedir. Bununda yaninda NK
hiicrelerindeki IFN-y iiretimini diizenleyerek immun hasar ile immun temizleme
arasindaki dengenin saglanmasinda rol oynadigi gosterilmistir. Ayrica miRNA-155’in
hepatokarsinogenezde de Onemli rol oynadigi diisiiniilmektedir. Hem [B-katenini
indiikleyerek hiicre proliferasyonun arttiran siklin-d1 gibi proteinleri arttirirken,
adenopolipozis koli proteinin wnt sinyal yolag: baskilamasini engelleyerek onkojenik

etki gostermektedir (15). Yapilan ¢alismalar HSK evrelemesi ile iliskili Phosphatase
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And Tensin Homolog (PTEN) gen ekspresyonunun azalmasinda miRNA-155 artisinin
rol oynadigimi gostermistir (102).

miRNA-21 insan genomunun 17. kromozomundan sentezlenir ve tiimor
baskilayici genlerin inhibisyonunda rol oynayarak pek ¢cok dokunun karsinogenezinde
onemli rol oynar (97). miIRNA-21 PTEN ekspresyonu iizerindeki etkisiyle hiicrenin
G1/S gecisinde rol oynar ve karaciger rejenerasyonunun onemli bir diizenleyicisidir
(103). HCV infeksiyonu sirasinda miRNA-21’in IFN ekspresyonunun ve ardindan
gelen antiviral yaniti engelledigini gosteren ¢alismalar vardir (15). Calismalar
MIRNA-21’in hem hepatik stellat hiicreleri aktive ederek hem de TGF-f’nin
yikilmasini 6nleyerek fibroziste 6nemli rol oynadigini géstermistir (15, 97). miRNA-
21in PTENI hedefleyerek Fosfatidilinozitol bagimli kinaz 1 (PDK1)/AKT sinyal
aktivasyonu ile HSK hiicrelerinin vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii, bazik
fibroblast biiyiime faktorii, TGF-p, matris metallopeptidaz 2 ve 9 gibi anjiyojenik
molekiilleri salgilamasina neden olarak kanser ilerlemesini tesvik ettigini gdstermistir

(103).

mMiRNA-224 X kromozundan sentezlenir ve karsinogenezde 6nemli rol oynadigi
bilinmektedir. MiRNA-224 SMAD4 genini susturarak HSK gelisiminde rol oynadigi
gosterilmis. Ayrica hiicre siklusunda gorevli p21 ve p27 proteinlerinin
ekspresyonlarini kisitlayarak hiicre proliferasyonunu arttirdigi gosterilmis ve bu yolak
tizerindeki etkisiyle HSK’da migrasyona ve invazyona neden oldugu bilinmektedir.
Bunlarin da yaninda metalloproteinaz 9 ve p21-Activated kinase 4 (PAK4) proteinleri
ekspresyonlarin1 azaltarak kanserlesmis hepaotositlerin migrasyon ve invazyon
yeteneklerini arttirdigi yapilan galismalarda gosterilmistir (104). Yapilan galismalar
sadece HSK’da degil sirotik karaciger dokularinda, hepatoseliiler adenom gibi iyi
huylu karaciger adenomlarinda ve hatta kronik hepatitte miRNA-224 ekspresyonunun

arttirdigini gostermistir (105)
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GEREC VE YONTEM

Bu c¢alisma Pamukkale Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvari ve Tip
Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvarinda yapilmistir. Calismaya
baslamadan &nce Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik
Arastirmalar Etik Kuruluna bagvuruda bulunarak 26.07.2022 tarihli 11 sayili onay

karar1 alinmustir.

Bu ¢alismada Pamukkale Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvarina HCV
RNA istemiyle gelen kan 6rneklerinden pozitif tespit edilenlerin plazma &rneklerinde
HCV genotip tayini ¢alisildi. Kalan total RNA ekstraksiyon 6rneginden RT-PZR
calisildi. Kontrol grubunda ise serum Orneklerinde anti-HCV testi; plazma
orneklerinden ise total RNA izolasyonu, ardindan RT-PZR c¢aligildi. Caligmada
MIRNA-122, miRNA-155, miRNA-224 ve miRNA-21 gen ekspresyolariin kontrol
grubuna gore ve farkli genotipler arasindaki rolatif degisimleri incelendi.

“Housekeeping” gen olarak U6 kullanildi.

HASTALAR ve KONTROL GRUBU

Pamukkale Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvarina
22.06.2022/10.01.2023 tarihleri arasinda HCV RNA istemi ile gelen kan
orneklerinden HCV RNA pozitif ¢ikan, 18-60 yas arasi, baska sistemik ya da karaciger
hastaligi olmayan 50 kisi, hasta grubu olarak segildi. Hasta grubunun plazma &rnegi
ve HCV RNA testi sirasinda artan ekstraksiyon numunesi daha sonra ¢alisilmak tizere
ayrild1 ve -80°C’de saklanda.

Kronik hastaligi olmadig: bilinen 18-60 yas aras1 50 goniillii kisiden kontrol
grubu olusturuldu. Kontrol grubundan Helsinki bildirgesine gore bilgilendirilip onam
formu imzalatildiktan sonra Etilendiamintetraasetik asit(EDTA)’li ve biyokimya

tiiplerine kan 6rnekleri alindi.

Hastalarin demografik o6zelliklerine ve AST, ALT, ALP degerlerine hastane
bilgi sistemi kullanilarak erisildi. Kontrol grubunun AST, ALT, ALP degerleri
biyokimya tiiperine alinan kanlardan elde edilen plazmanin bir kismi1 Cobas modiiler

analizor serisinde (Roche, ABD) cihazinda Cobas kitleri (Roche, ABD) ile ¢alisildi.
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ANTI HCV TESTI

Kontrol grubunun biyokimya tiiplerinden anti-HCV testi yapildi. Kan tiipleri 30
dakika bekletilip 4000 rpm (dakikadaki devir sayis1)10 dakika santrifiij edildi. Test
calisilana kadar +4°C’de bekletildi. Test icin ARCHITECT i2000SR cihazi (Abbott
Laboratories, ABD) ve ARCHITECT Anti-HCV Kiti (Abbott Laboratories, ABD)
kullanildi. Uretici firmanm Onerileri dogrultusunda ELISA laboratuvarinda rutin
olarak calisildi. Degerlendirmede cihaz, kalibratoriin ortalama relative light units
(RLU) degerini 0,074 katsayiyla carparak cut-off RLU degeri elde edildi. Sonuglar,
numune RLU degerini hesaplanan cut-off RLU degerine bolerek elde edilen
Sample/Cut off (S/CO) tizerinden degerlendirildi. S/CO degeri <1.0 ise nonreaktif; >1

ise reaktif olarak degerlendirildi.

Kullandigimiz sistem, serumda HCV’nin yapisal olmayan NS3 ve NS4
proteinlerine ve kor proteinine karsi olusan anti-HCV antikorlarini, HCr43 ve ¢100-3
rekombinant proteinlerini kullanarak kantitatif olarak saptayabilen kemiliiminesans
mikropartikiil immiin analiz (chemiluminescence microparticule immunoassay;
CMIA) yontemidir.

KANTITATIF HCV RNA TESTI

Molekiiler laboratuvarimiza HCV RNA istemi ile EDTA’]1 kan tiiplerinde gelen
ornekler 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Elde edilen plazmanin bir kismi
genotip ¢alisilmasi icin -20°C’de saklandi. Plazma 6rnegi Cobas 4800 Systems
(Roche, ABD) cihazinda, Cobas HCV Test (Roche, ABD) kiti ile galisildi. Test kiti
RNA izolasyonu, cDNA sentezi ve RT-PZR reaksiyonu igin gerekli reaktifleri

iceriyordu. Kit igerigi tablo 3’te verilmistir.
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Tablo 3. HCV RNA testi kit igerigi

Cobas HCV Kiti

Master Mix Reaktif 1 (MMX R1)
(manganaz asetat, potasyum hidroksit, sodyum azid)

HCV Master Mix Reaktif 2 (MMX R2)

(Trisin tampon, potasyum asetat, potasyum hidroksit, dimetil siilfoksit,
gliserol, Tween 20, EDTA,dATP, dCTP, dGTP, dUTP, HCV primerleri,
kantitasyon standart1 primerleri, HCV ve kantitasyon standartina spesifik

floresan boyali oligoniikleotid problari, oligoniikleotid aptamerleri, Z05 DNA
polimeraz, AmpErase enzimi, sodyum azid)

RNA Kantitasyon Standarti (RNA QS)
(Tris tamponu, EDTA, Primer ve proba 6zgii sekans bolgeleri igeren HCV ile
ilgili olmayan zithli RNA yapisi, sodyum azid)

Cobas Kontrol Kiti

Disiik Pozitif Kontrol
(MS2 bakteriyofaj kilif proteininde kapsiillenmis sentetik (zirthl) HCV RNA,
HCV antikoru, HBsAg antikoru, HBc¢ antikoru igin lisansl testlerle reaktif
olmayan; PZR yontemleri ile HIV-1 RNA, HIV-2 RNA, HCV RNA ve HBV
DNA saptanamayan normal insan plazmasi, ProClin 300)

YiiksekPozitif Kontrol
(MS?2 bakteriyofaj kilif proteininde kapsiillenmis sentetik (zirthl)) HCV RNA,
HIV 1/2 antikoru, HCV antikoru, HBsAg antikoru, HBc antikoru i¢in lisansl
testlerle reaktif olmayan; PZR yontemleri ile HIV-1 RNA, HIV-2 RNA, HCV
RNA ve HBV DNA saptanamayan normal insan plazmasi, ProClin 300)

Negatif Kontrol
(HIV 1/2 antikoru, HCV antikoru, HBsAg antikoru, HBc antikoru i¢in lisansl
testlerle reaktif olmayan; PZR yontemleri ile HIV-1 RNA, HIV-2 RNA, HCV
RNA ve HBV DNA saptanamayan normal insan plazmasi, ProClin 300

Cobas Ornek Hazirlama Kiti

Manyetik Cam Partikiilleri Reaktifi
(Manyetik cam partikiilleri, izopropanol)

Eliisyon Tampon
(Tris tampon, metil paraben)

Cobas Yikama Tampon Kiti

Yikama Tamponu
(Sodyum sitrat dihidrat, metil izotiyazolinone)

Cobas Ornek Diliisyonu

SD
(Tris tampon, metil paraben, sodyum azid)

Cobas Lizis Kit

Proteaz
(Tris tampon, EDTA, kalsiyum klorid, kalsiyum asetat,proteinaz)

Lizis Tamponu
(Sodyum sitrat dihidrat, guanidin tiyosiyanat, polidokanol, ditiyotreitol)

Uretici firmanin protokoliine gore drnekler ¢alisildi. Cihaz drnekler ve kontroller

icin HCV RNA konsantrasyonunu otomatik olarak belirlemektedir.

Cobas HCV Kit saptama sinir1, genotip la igin HCV RNA’ya yonelik WHO

Uluslararas1 Standardinin seri diliisyonlarinin analizi ile 400 pl ve 200 pl numune

hacimleri kullanilarak plazma ve serumda belirlenmistir. Kitin saptama sinir1 Serum

ve plazmada 400 pl igin 9,2 IU/mL ve 200 ul igin 15,3 IU/mL olarak belirlenmistir.

Calisma sonunda cihaz igindeki ilgili kisimdan her 6rnege ait izole edilmis total

RNA farkl tiiplere alinarak -80°C’de miRNA calismalari i¢in saklandi.
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HCV GENOTIP TAYINIi

HCV genotip tayini i¢in ayrilan plazmalardan Cobas 4800 Systems (Roche,
ABD) cihazinda, Cobas HCV GT (Roche, ABD) kiti ile c¢aligildi. Test kiti RNA
izolasyonu, cDNA sentezi ve RT-PZR reaksiyonu i¢in gerekli reaktifleri i¢eriyordu.

Kit icerigi tablo 4’te verilmistir.

Uretici firmanin protokoliine gore oOrnekler ve kit bilesenleri cihaza
yerlestirildikten sonra cihaz galistirildi. Cihaz 6rnekler ve kontroller i¢in HCV genotip

tayinini otomatik olarak belirlemektedir.

Cobas HCV GT kit, HCV enfeksiyonu olan kisilerden elde edilen insan plazmasi
veya serumunda HCV genotipleri 1 ile 6 ve genotipl alt tipleri A ve B’nin kalitatif
tayinine yonelik bir yiiksek duyarliliga sahip, gergek zamanl PZR testidir.

Cobas HCV GT, dizilemeye benzer diizeyde bir genotipleme ve alt tipleme
dogrulugu elde etmek ve karma enfeksiyolarda her iki genotipi de 1:100’liik bir oranda
saptayabilmek i¢cin HCV genomundaki ti¢ farkli hedef bolgeyi(5’-UTR, Core, NS5B)

kullanmaktadir.
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Tablo 4. HCV RNA tayini kit icerigi

Cobas HCV GT Kiti

Master Mix Reaktif 1 (MMX R1)
(manganaz asetat, potasyum hidroksit, sodyum azid)

HCV GT Master Mix Reaktif 2A (HCV GT MMX R2A)
(Trisin tampon, potasyum asetat, potasyum hidroksit, dimetil
stilfoksit, gliserol, Tween 20, EDTA,dATP, dCTP, dGTP,
dUTP, HCV primerleri, floresan boyali oligoniikleotid
problari, oligoniikleotid aptamerleri, poliadenilic asit, Z05
DNA polimeraz, AmpErase enzimi, sodyum azid)

HCV GT Master Mix Reaktif 2B (HCV GT MMX R2B)
(Trisin tampon, potasyum asetat, potasyum hidroksit, dimetil
stilfoksit, gliserol, Tween 20, EDTA,dATP, dCTP, dGTP,
dUTP, HCV primerleri, floresan boyali oligoniikleotid
problari, oligoniikleotid aptamerleri, poliadenilic asit, Z05
DNA polimeraz, AmpErase enzimi, sodyum azid)

HCV GT Master Mix Reaktif 2C (HCV GT MMX R2C)
(Trisin tampon, potasyum asetat, potasyum hidroksit, dimetil
stilfoksit, gliserol, Tween 20, EDTA,dATP, dCTP, dGTP,
dUTP, HCV primerleri, floresan boyali oligoniikleotid
problari, oligoniikleotid aptamerleri, poliadenilic asit, Z05
DNA polimeraz, AmpErase enzimi, sodyum azid)

Cobas Genotip Kontrol Kiti

Pozitif Kontrol
(MS2 bakteriyofaj kilif proteininde kapsiillenmis sentetik
(zirhl) HCV RNA, HIV 1/2 antikoru, HCV antikoru, HBsAg
antikoru, HBc antikoru i¢in lisansl1 testlerle reaktif olmayan;
PZR yontemleri ile HIV-1 RNA, HIV-2 RNA, HCV RNA ve
HBYV DNA saptanamayan normal insan plazmasi, ProClin

300)

Negatif Kontrol
(HIV 1/2 antikoru, HCV antikoru, HBsAg antikoru, HBc
antikoru igin lisansli testlerle reaktif olmayan; PZR yontemleri
ile HIV-1 RNA, HIV-2 RNA, HCV RNA ve HBV DNA
saptanamayan normal insan plazmasi, ProClin 300)

Cobas Ornek Hazirlama Kiti

Manyetik Cam Partikiilleri Reaktifi
(Manyetik cam partikiilleri, izopropanol)

Eliisyon Tampon
(Tris tampon, metil paraben)

Cobas Yikama Tampon Kiti

Yikama Tamponu
(Sodyum sitrat dihidrat, metil izotiyazolinone)

Cobas Lizis Kit

Proteaz
(Tris tampon, EDTA, kalsiyum Klorid, kalsiyum
asetat,proteinaz)

Lizis Tamponu
(Sodyum sitrat dihidrat, guanidin tiyosiyanat, polidokanol,
ditiyotreitol)

KONTROL GRUBU TOTAL RNA EKSTRAKSIYONU

Kontrol grubunun EDTA’l1 tiipleri 3000 rpm 10 dakika santrifiij edilerek

plazmasi ayrildi. Test ¢alisilana kadar -20°C’de saklandi. Plazmadan viral RNA’nin

izolasyonu EZ-1 Virus Mini Kit v2.0 (QIAGEN, Almanya) ile manyetik-pargacik
teknolojisi kullanan EZ-1 Advanced cihazinda (QIAGEN, Almanya) yapildi. Ornekler
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firmanin o6nerdigi prokol ile calisildi. Birinci siraya eliisyon tipleri (1,5 ml)
yerlestirildi. ikinci siraya fitreli ug igeren tip holder yerlestirildi. Daha sonra Buffer
AVE’den 56 ul ve carrier RNA’dan 4 pl iceren toplam 60 ul karisim hazirlandi ve
ticlincii siraya yerlestirildi. Dordiincii siraya 6rnek tiipleri yerlestirildi ve her 6rnekten
400 pl eklendi. Reaktif kartuslar, kartus raflarina yerlestirildi. 2 ml“lik tiipler Sicak
bloklara yerlestirildi. Tiim reaktifler ve malzemeler uygun yerlere yerlestirildi.
Izolasyon isleminden sonra 1. siradaki eliisyon tiiplerinde 60 ul’lik RNA izolat1 elde

edildi. Izole edilen total RNA’lar cDNA sentezlenmek iizere -80°C saklandi.

miRNA icin cDNA SENTEZI

Izole edilen total RNA’lardan, cDNA sentezi her iki grup icin Sugenomic
Biotecnology SuScript cDNA Synthesis Kit (Sugenomics, Tiirkiye) ile Stem Loop
(ST) primer kullanilarak iiretici firmanin protokolii dogrultusunda gergeklestirildi.
Optimize reaksiyon buffer, MgCl> oligo- dTs, random heksamer, reverse transkriptaz
iceren 5X RTMix, miRNA’ya spesifik ST primer, total RNA ve DNase/RNase
icermeyen su ile karistirildi. Hazirlanan karisimin miktarlar1 Tablo 5’te, miRNA’ya
spesifik ST primer dizileri tablo 6’da verilmistir. Karisim hazirlandiktan sonra cDNA
sentezi i¢in 42°C’de 60 dakika, 70°C’de 10 dakika inkiibe edildi. Sentezlenen
cDNAlar RT-PZR yapilmak iizere -20°C’de saklandi.

Tablo 5. cDNA sentez karisimi

Reaksiyon Bilesenleri Hacim
5X RT Mix 5ul

Total RNA 4 pl

ST Primer 1 ul
DNase/RNase igermeyen su 15 pl
Total Hacim 25 pl

32



Tablo 6. cDNA sentezinde kullanilan ST primer dizileri

Gen Stem Loop Primer Dizileri
Us GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAAAAAT
ATGG

miRNA

122 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCAAACA
miRNA | GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACACCCCTA

-155 TCACG
miRNA

224 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCTGTTC
miRNA

” GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTCAACA

miRNA i¢in GERCEK ZAMANLI POLIMERAZ ZiNCIR
REAKSIYONU

Bu caligmada 72 tiip okuyabilen Rotor-Gene Q 5plex (Qiagene, Almanya) cihazi
ve 2X SuBRYGreen qPCR Mastermix (Sugenomics, Tiirkiye) kiti kullanilmis olup
amplifikasyon tirlinlerinin artis1 anlik olarak takip edilebilmektedir. Reaksiyon tiipleri
dizildikten sonra her 6rnek ve her gen icin ayr1 ayr tiiplere HotStart Taqg DNA
polimeraz, dUTP/dTTP, ROX boyasi igeren 2X SuBRY Green qPCR Mastermix, gene
spesifik forward ve reverse primerler, cDNA 6rnegi ve DNase/RNase i¢cermeyen su
konuldu. Tiipler cihaza dizildi ve iiretici firmanin 6nerdigi protokole gore cihaz
ayarlanarak reaksiyon baglatildi. RT-PZR ile kontrol ve HCV+ hasta gruplarinda U6,
mMiRNA-122, miRNA-155, miRNA-224, miRNA-21 gen ifadelerinin nasil degistigi

belirlendi. Her tiipteki reaksiyon bilesimi Tablo 7°de, reaksiyonda kullanilan primer

dizileri Tablo 8’de, reaksiyon asamalari tablo 9’da gdsterilmistir.

Tablo 7. miRNA i¢in RT-PZR bilesimi

Reaksiyon Bilesenleri

Hacim

2X SuybrGreen gPCR Mastermix

10 pl

Forward primer

0,5 ul

Reverse primer

0,5 pl

Sample DNA

2 ul

DNase/RNase icermeyen su

7 pl

Total Hacim

20 pl
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Tablo 8. miRNA saptanmasi i¢in RT-PZR'de kullanilan primer dizileri

Gen Primer Dizileri
Us F: GCGGCGGCGCAAGGATGACACG
R: ACGCTTCACGAATTTGCGTGT
. F: AACCGGTGGAGTGTGACAAT
MiRNA-122
R: GTCGTATCCAGTGCAGGGT
. F: GCGGCGGTTAATGCTAATCGTG
MiRNA-155
R: ATCCAGTGCAGGGTCCGAGG
F: AGCGGTGGCTCAGTTCAGCA
MiRNA-224
R: GTGCAGGGTCCGAGGT
. F: GCCCGCTAGCTTATCAGACTGATG
MiRNA-21
R: CAGTGCAGGGTCCGAGGT

Tablo 9. miRNA i¢in RT-PZR protokolii

Asamalar Sicaklik Siire Siklus Sayis1
HotStart Aktivasyon 95°C 300 saniye 1
95°C 10 saniye 40
Amplifikasyon 60°C 15 saniye 40
72°C 20 saniye 40

Deneyde, SYBR Green metodu kullanildi. DNA primerlerinin baglanmasi ile az
sayidaki SYBR Green boya molekiilleri ¢ift sarmal DNA’ya baglanir. Baglanan SYBR
Green boya molekiillerinin 151k ile uyarilmasi ile etkili sekilde 151k sagiminin artmasina
neden olur. Uzama asamasinda daha fazla ¢ift sarmal DNA olustukga, daha fazla boya
molekiilii baglanir ve 151k saginimi artar. Her siklus sonunda 1simadaki artis verisi

toplanarak anlik olarak bilgisayar ekranindan izlenir.

Referans genler yardimiyla hedef genlerdeki rolatif degisiklikler analiz edildi.
RT-PZR ile elde edilen amplikonlarin, logaritmik artisa gectikleri dongii sayis1 yazilim
tarafindan belirlendi ve ct degeri olarak belirlendi. ilk olarak, drneklerdeki hedef (T)
gen kopyalarmin ct degeri ile housekeeping (H)gen kopyalarinin ct degerlerinden farki
(T-H) alinarak Act degeri hesaplandi. Ikinci basamakta kontrol grubunun Act
degerlerinin ortalamasi alindi. Daha sonra 6rneklerin Act degerlerinden bu ortalama
cikarilarak AAct degeri hesaplandi. 222 formiilii hesaplandi. Her iki grup icin de
ortalama gen ifadesi olarak hesapladiktan sonra gruplar arasindaki rolatif degisimler

bulundu (106).
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ISTATISTIKSEL ANALIZ

Veriler SPSS 25.0 (IBM SPSS Statistics 25 software (Armonk, NY: IBM Corp.))
paket programiyla analiz edilmistir. Siirekli degiskenler ortalama =+ standart sapma,
ortanca, ¢eyrekler arasi aralik (CAA) ve en kiiclik-en biiyiik degerler ile kategorik
degiskenler ise say1 ve ylizde olarak ifade edilmistir. Verilerin normal dagilima
uygunlugu Shapiro-Wilk ve Kolmogorov Smirnov testleri ile incelenmistir.
Parametrik test varsayimlar1 saglandiginda bagimsiz grup farkliliklarmin
karsilagtirlmasinda Tek yonlii varyans analizi kullanilmigtir. Parametrik test
varsayimlar1 saglanmadiginda ise bagimsiz grup farkliliklarinin karsilagtirilmasinda
Mann Whitney U testi ve Kruskal Wallis varyans analizi kullanilmistir. Ayrica
kategorik degiskenlerin karsilastirilmasinda ki-kare analizi ve sayisal degiskenler
arasindaki iliskilerin incelenmesinde Spearman korelasyon analizi kullanilmistir.
Bagimli degisken olan HCV enfeksiyon varlig1 iizerinde etkili olan risk faktorlerinin
belirlenmesinde ise tek degiskenli ve c¢ok degiskenli lojistik regresyon analizi
kullanilmistir. Ayrica incelenen miRNA'larin HCV enfeksiyonunu ayirt ediciliklerinin
belirlenmesi i¢in Receiver Operating Characteristic (ROC) analizi yontemi

kullanilmistir. Tiim analizlerde p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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BULGULAR

Calismamizda Pamukkale Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvarina
22.06.2022/10.01.2023 tarihleri arasinda HCV RNA istemi ile gelen kan
orneklerinden HCV RNA pozitif ¢ikan, 18-60 yas arasi, baska sistemik ya da karaciger
hastalig1 olmayan 50 hasta ¢alismaya dahil edildi. Kronik hastaligi olmadig1 bilinen
18-60 yas aras1 50 goniillii kontrol grubu olarak se¢ildi.

HCV GENOTIPLERININ DAGILIMI

HCV RNA pozitif ¢ikan 50 hastanin plazma 6rneklerinden genotip ¢alismasi
yapildi. 13 hastanin (%26) genotip 1a, 14 hastanin (%28) genotip 1b, 1 hastanin (%2)
genotip 2, 22 hastanin (%44) genotip 3 oldugu tespit edildi (Sekil 4).

2%

Sekil 4. HCV genotiplerinin dagilimi

HASTALARIN GENOTIPLERINE GORE CINSIYET YAS ve
LABORATUVAR BULGULARI

Genotip 2 ile enfekte bir hasta oldugu i¢in genotipler arasi karsilastirmalarda

degerlendirme dis1 birakilmistir. Farkli HCV genotipleri ile enfekte hastalarin
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cinsiyetleri karsilastirildi (Tablo 10). Genotip la ile enfekte olan hastalarin 2’sinin
(%15,4) kadin, 11’inin (%84,6) erkek; genotip 1b ile enfekte hastalarin 10’unun
(%71,4) kadin, 4’tiniin (%28,6) erkek; genotip 3 ile enfekte hastalarin 4’iiniin (%18,2)
kadin, 18’inin (%81,8) erkek oldugu tespit edildi (p=0,001). Genotip la ve 3 ile

enfekte olan hastalarda erkeklerin anlamli olarak daha fazla oldugu goriildii.

Tablo 10. Genotip gruplarina gore cinsiyet verilerinin karsilastirilmasi

Cinsiyet la 1D 3 X
n Yiizde n Yiizde n Yiizde
Kadin 2 %15,4 10 %71,4 4 %18,2 0.001*
Erkek 11 %84,6 4 %28,6 18 %81,8 '

*p: <0,05

Farkli HCV genotipleriyle enfekte hastalarin yas ve laboratuvar bulgulari
karsilastirildi (Tablo 11). Genotip 1b ile enfekte hastalarin genotip 1a ve 3 ile enfekte
hastalardan anlamli sekilde daha ileri yasta oldugu goriildii (p=0,004). Her 3 genotip
arasinda AST, ALT, ALP ve HCV RNA degerleri agisindan anlamli fark

bulunamamustir.

Tablo 11. Genotip gruplarina gore yas ve laboratuvar verilerinin karsilastiriimasi

la 1b 3
Laboratuvar AO4SS AO=SS AO£SS 0
Pametreleri | Ortanca (CAA 1.ve 3. | Ortanca (CAALl.ve 3. | Ortanca (CAA 1. ve 3.
Ceyrek) Ceyrek) Ceyrek)
26,38 + 3,31 43,86 + 13,39 28,23 + 8,63 .
Yas 26 (24 - 28,5) 45 (35 - 55,5) 265 (23.75-29) | 2004
30,23 + 14,36 59,79 + 108,64 32,5 + 28,17
AST (IU/L) 28 (19 - 38,5) 29,5 (21,5 -37,25) 27(19.75-32,25) | %801
54,62 + 42,46 63,29 + 121,16 54,32 + 67,34
ALT(UL) | 551925 67,5) 35 (22,5 — 38,5) 405 (195-5375) | %16
84,92 417,57 88,93 + 121,16 81,5 + 22,45
ALP(IUL) | 91 (635 99.5) 81,5 (68,75 - 117) 79 (65,5 - 100) 0,636
1403976,15 + 2133264,29 + 1492236,95 +
HCVRNA 2591750,16 3163107,77 2888182,14 0721
(IU/L) 402000 (99650 - 2133264,29 (24775 - | 321000 (126275 — '
1770000) 3245000) 1190000)

*p: <0,05; AO: Aritmetik ortalama; SS: Standart sapma; CAA: Ceyrekler arasi aralik; AST: Aspartat
amino transferaz; ALT: Alanin amino transferaz; ALP: Alkalen fosfataz; HCV: Hepatit C virlis; RNA:
Riboniikleik asit; IU: Uluslararasi birim; L: Litre
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KONTROL ve HASTA GRUPLARININ DEMOGRAFIK
OZELLIKLERI

Kontrol grubunun 28’1 (%56) kadin, 22’si (%44) erkek, hastalarin ise 16°s1
(%32) kadin, 34’1 (%68) erkekti (p=0,016) (Tablo 12). Hasta ve kontrol grubunda
cinsiyet dagilimi anlamh farklilik gdstermektedir. Hasta grubunda erkek sayisinin

anlamli olarak daha fazla oldugu goriildii.

Tablo 12. Kontrol ve hasta gruplarinin cinsiyet yiizdeleri

Kontrol Hasta
Cinsiyet p degeri
n Yiizde n Yiizde
Kadin 28 %56 16 %32
0,016*
Erkek 22 %44 34 %68
*p: <0,05

Kontrol grubunun yas ortalamasi 36,42 + 9,22 iken hasta grubunun yas
ortalamas1 32,18 + 11,71 olarak bulundu. Bu bulgulara gore hasta grubu kontrol
grubuna gore anlamli derecede daha gencti (p=0,005).

KONTROL ve HASTA GRUPLARININ LABORATUVAR BULGULARI

Hasta ve kontrol gruplarinin laboratuvar bulgulart karsilagtirildi (Tablo 13).
Kontrol grubunun AST degerinin ortalamas1 14,94 + 5,27 IU/L iken hasta grubunda
AST degerinin ortalamasi 39,48 + 60,72 IU/L olarak bulundu. Kontrol grubunun ALT
degerlerinin ortalamasi 18,42 + 9,55 IU/L, hasta grubunda 56,76 + 79,38 1U/L olarak
bulundu. Kontrol grubunun ALP degerlerinin ortalamasi 65,4 + 29,46 IU/L, hasta
grubunda 84,44 + 22,3 IU/L olarak bulundu. Hasta grubunun AST, ALT ve ALP
degerlerinin, kontrol grubundakilere gére anlamli sekilde yiiksek oldugu tespit edildi
(p<0,0001). Hasta grubunun HCV RNA degerlerinin ortalamasi 1622592,06 =+
2830469,7 IU/L olarak bulundu.
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Tablo 13. Kontrol ve hasta gruplarinin laboratuvar sonuglari

Kontrol Hasta
Laboratuvar deseri
Pametreleri AO 4SS Ortanca (CAA AO £ SS Ortanca (CAA pdeg
1. - 3. Ceyrek) 1. - 3. Ceyrek)

AST(IUIL) | 1494+527 | 15(11,5-19) | 39,48 + 60,72 283(513*5)5 © | <0,0001*

16 (10,75 - 37 (22,75 - .
ALT (IU/L) | 18,42+9,55 23.25) 56,66 + 79,38 55.5) <0,0001

60 (50,25 - 81 (65,75 - .
ALP (IU/L) | 654+2946 75.75) 84,44 +223 101) <0,0001
HCV RNA ] ] 1622592,06 + | 370000 (32400 ]

(1U/L) 2830469,7 - 1765000)

*p: <0,05; AO: Aritmetik ortalama; SS: Standart sapma; CAA: Ceyrekler arasi aralik; AST: Aspartat
amino transferaz; ALT: Alanin amino transferaz; ALP: Alkalen fosfataz; HCV: Hepatit C viriis; RNA:
Riboniikleik asit; IU: Uluslararas: birim; L: Litre

miRNA EKSPRESYONLARININ KONTROL ve HASTA GRUPLARI
ARASINDAKI DEGiSiMi

Hasta grubunun miRNA-122, miRNA-155, miRNA-21, miRNA224
ekspresyonlar1 RT-PZR vyapilarak plazmada ol¢iildi ve kontrol hrubun ile
karsilastirildi  (Tablo 14, Sekil 4). Buna gore miRNA-122 ve miRNA-224
ekspresyonlar1 acisindan iki grup arasinda anlamli fark bulunmazken, miRNA-155
(p00,014), miRNA-21 (p<0,0001) ekspresyonlarinin hasta grubunda anlaml sekilde

azaldig goriildii.
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Tablo 14. Kontrol ve hasta gruplart miRNA ekspresyonlarinin karsilastirilmasi

Kontrol Hasta
miRNA AO+SS AO+SS p
Ortanca (C.A.A.1. ve 3. Ortanca (C.A.A.1. ve 3.
Ceyrek) Ceyrek)
. 1,33+1,07 161+11
MIRNA-122 0,91 (0,63 — 1,45) 1,73 (0,61 - 2,37) 0,18
. 1,18+ 0,56 0,94 + 0,81 .
MIRNA-155 1,14 (0,82 - 1,48) 0,83 (0,36 - 1,3) 0.01
. 1,2+054 1,4+ 0,95
MIRNA-224 1,18 (0,9 - 1,49) 1,38 (0,45 — 2,06) 0,26
. 1,35+ 1,11 0,21+ 0,57 .
MIRNA-21 1,05 (0,76 - 1,47) 0,08 (0,04 0,16) 0,0001

*p: <0,05; AO: Aritmetik ortalama; SS: Standart sapma; CAA: Ceyrekler arasi aralik;

HASTA GRUBUNDA MiRNA EKSPRESYONLARI ile
LABORATUVAR BULGULARI ARASINDAKI ILiSKi

Hasta grubunun miRNA-122, miRNA-155, miRNA-21, miRNA-224
ekspresyon seviyeleri ile yas, AST, ALT, ALP, HCV RNA ve dort miRNA ekspresyon
seviyelerinin birbirleri arasindaki iliski incelendi. mMiRNA-122, miRNA-155, miRNA-
21, miRNA-224’nin ekspresyon seviyesi ile yas, ALT, AST, ALP, HCV RNA
seviyeleri arasinda anlamli korelasyon olmadigi goriildi (Tablo15). Bunun yaninda
dort miRNA’nin ekspresyon seviyelerinin birbirleri arasinda pozitif yonlii korelasyon

oldugu bulundu.
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Tablo 15. Hasta grubu miRNA ekspresyonlari ile diger bulgular arasindaki iligki

Parametreler miRNA-122 miRNA-155 miRNA-224 miRNA-21
r 172 ,072 131 -,169
Yas
p 232 ,618 ,366 ,240
r ,032 ,119 -,006 ,184
AST
p ,823 411 ,969 ,200
r ,025 ,188 ,002 ,197
ALT
p ,864 ,191 ,988 ,170
r -,006 -,103 -,140 ,010
ALP
p ,969 AT7 ,331 ,947
r 122 ,098 -,136 ,058
HCVRNA
p ,398 ,496 ,346 ,689
r - ,768™ 770" ,403™
miRNA-122
p ,000 ,000 ,004
) r - - ,794™ ,494™
miRNA-155
p - ,000 ,000
r - - - ,569™
miRNA-224
P - - ,000
r - - - -
miRNA-21
p - - -

*p: <0,05; r: Spearman korelassyon katsayisi; AST: Aspartat amino transferaz; ALT: Alanin amino
transferaz; ALP: Alkalen fosfataz; HCV: Hepatit C viriis; RNA: Riboniikleik asit; IU: Uluslararasi

birim; L: Litre

PARAMETRELERIN LOJISTiK REGRESYON ANALIZI ile
INCELENMESI

Cinsiyet, yas, ALT, AST, ALP, miRNA-122, miRNA-155, miRNA-224,
MIRNA-21 parametrelerinin HCV enfeksiyonu ile iliskili olup olmadigini anlamak
icin tek degiskenli lojistik regresyon analizi yapildi (Tablo 16). Cinsiyet, yas, ALT,
AST, ALP, miRNA-21 parametrelerinin anlaml sekilde HCV enfeksiyonu ile iligkili

oldugu ve HCV enfeksiyonunu tahmin edebilecegi goriildii.
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Tablo 16. Tek degiskenli lojistik regresyon analizi

Parametreler P OR %95 GA Alt %95 GA Ust
Cinsiyet 0,017* 2,705 1,197 6,113
Yas 0,05* 0,962 0,926 1,000
AST 0.0001* 1,266 1,148 1,396
ALT 0.0001* 1,098 1,054 1,143
ALP 0,001* 1,037 1,015 1,060
miRNA-122 0,205 1,271 0,877 1,843
miRNA-155 0,099 0,606 0,334 1,099
mMiRNA-224 0,191 1,415 0,841 2,381
miRNA-21 0.0001* 0,024 0,006 0,103

*p: <0,05; OR: Odd’s orani; GA: Giiven araligi; AST: Aspartat amino transferaz; ALT: Alanin amino
transferaz; ALP: Alkalen fosfataz

Miskili parametrelerin bagimsiz etkilerinin degerlendirilmesi igin tek degiskenli

inceleme sonucunda istatistiksel olarak anlamli etkisi olan degiskenler kullanilarak
cok degiskenli lojistik regresyon analizi yapildi (Tablo 17). AST (O.D.:1,263) ve
miRNA-21 (0.D.:0,0039) parametreleri HCV enfeksiyonu ile iligkili bulundu. Artan

AST veya azalan miRNA 21 seviyeleri HCV enfeksiyonu i¢in tanimlayici potansiyele

sahiptir.

Tablo 17. Cok degiskenli lojistik regresyon analizi

Parametreler P OR %95 GA Alt %95 GA Ust
Cinsiyet 0,646 1,497 0,267 8,390
Yas 0,197 0,956 0,894 1,023
AST 0,012* 1,263 1,052 1,517
ALT 0,966 0,998 0,913 1,091
ALP 0,187 1,015 0,993 1,038
miRNA-21 0.0001* 0,039 0,007 0,222

*p: <0,05; OR: Odd’s orani; GA: Giiven araligi; AST: Aspartat amino transferaz; ALT: Alanin amino
transferaz; ALP: Alkalen fosfataz
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ROC ANALIZi

Analiz edilen miRNAlarim HCV enfeksiyonu i¢in tam1 koydurucu olup
olmadiklarini anlamak i¢in ROC analizi yapild1 (Sekil 6). ROC analizinde miRNA-
122 igin egri alt1 alan (EAA) 0,576 (p=0,06), miRNA-155 i¢in EAA 0,643 (p=0,014),
mMIiRNA-224 i¢in EAA 0,564 (p=0,269), miRNA-21 i¢in EAA 0,951 (p<0,001) olarak
hesapland1 (Tablo 18, Sekil 6). miRNA-155 ve miRNA-21’in istatistiksel olarak

anlamli sekilde hasta ve saglikli kisiler tizerinde ayirt edici oldugu gortildii. MiRNA-
155 %64,3 oraninda hasta ve saglikl kisileri ayirt edebiliyorken; miRNA-21 %95,1

oraninda hasta ve enfekte kisileri ayirt etti.

Tablo 18. ROC analizi

miRNA EAA Std Hata p %95 GA Alt | %95 GA Ust
mMiRNA-122 0,576 0,06 0,188 0,458 0,694
mMiRNA-155 0,643 0,056 0,014* 0,532 0,754
MiRNA-224 0,564 0,061 0,269 0,445 0,684
mMiRNA-21 0,951 0,023 0,0001* 0,906 0,997

*p: <0,05; Std: Standart; EAA: Egri alt1 alan; GA

: Giiven aralif1
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Sekil 6. miRNA ekspresyon seviyelerinin ROC analiz egrileri A)miRNA-122; B)
miRNA-155; C)miRNA-224; D)miRNA-21

HASTALARIN GENOTIPLERINE GORE MiRNA EKSPRESYON
DUZEYLERI

Bu ti¢ HCV genotipi ile enfekte hastalarin miRNA ekspresyonlar1 arasinda fark
olup olmadigin1 belirlemek igin 2"22¢T degerleri karsilastirildi (Sekil 7, Tablo 19). Her
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ti¢ genotip arasinda miRNA-122, miRNA-155, miRNA-224 ve miRNA-21 ekspresyon

seviyeleri agisindan anlamli fark bulunamamustir (Tablo 19).
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Sekil 7. Genoptip gruplarinin miRNA ekspresyonlarinin karsilastirilmas: A) miRNA-
122; B) miRNA-155; C)miRNA-224; D)miRNA-21
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Tablo 19. Genotip gruplarina gére miRNA ekspresyonlarinin karsilagtirilmasi

la 1b 3
MIRNA AO4SS AOSS AOSS b
Ortanca (CAA 1. Ortanca (CAA 1. Ortanca (CAA 1.
ve 3. Ceyrek) ve 3. Ceyrek) ve 3. Ceyrek)
. 1,47+1,18 1,97+1,19 142+1
MIRNA-122 | 4 04’026 - 2,36) | 212(0,96-2,51) | 155(026-22) | 932
. 0,7+ 0,53 1,05 +0,69 1,04+1
MIRNA-ISS 1 07 (024-124) | 180(049-13) | 091(011-16) | >
. 1,26 +1,09 1,67 +£0,83 1,3+0,95
MIRNA-224 | (88022 -232) | 1.8(091-216) | 1,32(0.24-209) | %%
. 0,12 +,012 0,12+0,16 0,32 +,084
MIRNA2L | 411003-016) | 0,7(005-013) | 0,1 (004018 | %8

*p: <0,05; AO: Aritmetik ortalama; SS: Standart sapma; CAA: Ceyrekler arasi aralik
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TARTISMA

HCV enfeksiyonu tiim diinyada kronik karaciger hastaliklarinin ana
nedenlerinden biridir (107). Diinya ¢apinda her y1l yaklasik 1 milyon kisinin HCV ile
enfekte oldugu tahmin edilmektedir. HCV ile enfekte hastalarin %85’e varan kismi
viriis klirensi saglayamamakta ve kronik enfeksiyon gelistirmektedir. Kronik
enfeksiyon sonucu hastalarda karaciger fibrozu, siroz, ekstrahepatik tutulum ve HSK
gelisebilmektedir (2). HCV enfeksiyonu prevelans farkli cografik bolge ve iilkelere
gore degisiklik gosterir. Bunun nedeni toplumlarin risk faktorlerinin farkliligi ve
epidemiyolojik 6zellikleridir (108). Bu faktorlere bagli olarak HCV genotiplerinin
diinya tizerinde dagilimlar1 cografi bolge ve iilkelere gore degismektedir. Genotip 1
tim diinyada en yaygin genotip iken ve bunu genotip 3, genotip 2 ve genotip 4 takip
etmektedir. Bunlar i¢inde tek basina subtip 1b’nin en yaygin subtip oldugu ve tiim
enfeksiyonlarin %22’sinden sorumlu oldugu gosterilmistir (4). Diisiik gelirli tilkelerde
genotip 4, orta gelirli tilkelerde genotip 3, yiiksek ve orta gelirli iilkelerde genotip 1
baskindir (109). Genotip 1 Amerika ve Avrupa kitalarinda Cin ve Japonya’da en sik
goriilen genotiptir. Genotip 2 Orta Afrika’da en yiiksek yayginligi gosterirken, genotip
3 Hindistan bolgesinde ve Kuzey Avrupa’daki en sik genotiptir. Genotip 4 Orta
Dogu’da, genotip 5 Giiney Afrika’daki enfeksiyonlarin g¢ogundan sorumludur.
Genotip 6 Dogu ve Giiney Dogu Asya’da en yiiksek frekanslarda bulunurken Loas ve
Vietnam’da baskin genotiptir. Genotip 7 Orta Afrika’da birka¢ vakada goriilmustiir.
Genotip 8 ise Hindistan’da birka¢ vakada tespit edilmistir (110). Avrupa’daki genotip
dagilimini inceleyen bir ¢alismada genotip 1’in en sik genotip oldugu ve bunu degisen
oranlarda genotip 3, 4, 2, mikst tip genotiplerin takip ettigi gosterilmistir (111).
Tiirkiye’de yapilan ¢alismalarda HCV genotipleri i¢inde genotip 1b %66.7 - 100
arasinda olup birinci siklikla goriilmektedir (5). HCV genotiplerinin tespit edilmesi;
as1 gelistirme calismalari, epidemiyolojik verilerin toplanmasi, prognozun

belirlenmesi ve uygulanacak tedavinin belirlenmesinde 6nemlidir (112).

Bizim ¢alismamizda HCV RNA pozitif ¢ikan 50 hastanin 13’1 (%26) genotip
la, 14’1 (%28) genotip 1b, 1’1 (%2) genotip 2, 22’si (%44) genotip 3 ile enfekte oldugu
tespit edildi (Bkz. Sekil 4). Ulkemizde farkli calisma gruplarmin 2013, 2015 ve 2020
yillarinda yaptiklar1 ¢alismalarda genotip 1b sikligi %68’in {izerinde iken genotip 3
sikligi yillara gore sirastyla %2, %4,9 ve %11,6 ¢ikmistir (10, 112, 113). Bu ¢alismalar
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bizim c¢alismamizin aksine Tiirkiye’de genotip 1b’nin en yaygin oldugunu ve genotip

3 “lin goriilme sikligimin az oldugunu gostermistir.

2022 yilinda Mersin’de Bozok ve Celik’in ¢aligmasinda, hastalarin genotiplerini
ve uyruklarini incelenmistir. Hastalarin %32,1°’1 genotip 1b, %26,2 genotip la,
%20,3’tinde genotip 3, %11,9’unda genotip 4, %5,4’linde genotip 2 ve %1 ’inde
genotip 5, %3’linde mixt genotip oldugu saptanmistir (114). Caliskan ve ark. yaptigi
calismada, HCV RNA pozitif 313 hastanin 51,7’si genotip 1, 46’s1 genotip 3 olarak
bulunmugtur  (115). Bu c¢alismalar {ilkemizdeki genotip 3 yayginliginin
azimsanamayacagini ve niifus hareketlerinin bir bolgedeki etken HCV genotiplerinin

dagilimin etkileyebilecegini gdstermistir.

Bursa’da Agca ve ark. yaptig1 calismada, 2016 ile 2020 yillar1 arasinda takip
edilen hastalarin genotiplerini incelenmis, genotip 1b’nin yaygiliginin gecen yillarla
azalirken, genotip 1a ve 3’lin yayginliginin anlaml sekilde arttigin1 ortaya koymustur
(116). Antalya’da 2014 ve 2021 yillarinda yapilan iki ¢alismada genotip 1b’nin sikligi
%78’den %74 e diiserken, genotip 3 siklig1 ise %11°den %18’e ¢iktig1 gosterilmistir
(117, 118). Kayman ve ark. Kayseri’de yaptiklar1 ¢alisma genotip 1b %62.,4 ile en
yaygin genotip olurken, %32 ile genotip 4 takip etmistir (119). Bu ¢aligmalar
gostermistir ki kitlesel go¢ hareketleri, turistik seyahatler, dig {ilkelere giden

yurttaglarimiz genotip 1b disindaki genotiplerin iilkemize gelmesine sebep olmustur.

Ayrica damar i¢i madde kullananlar arasinda, 2016 yilinda Cukurova bélgesinde
ve 2018 yilinda Istanbul’da yapilan iki ayr1 ¢aligmada HCV ile enfekte hastalardaki
genotip 3 orani sirasiyla %58,6 ve %33,3 olarak tespit edilmistir (120, 121). Farkli
ilkelerdeki ¢aligmalarda da damar i¢i madde kullanimi olanlarda genotip 3’iin arttig1
gosterilmistir (122). Ornegin Hindistan’da damar i¢i madde kullanimi olan kisiler
arasinda yapilan c¢aligmada hastalarin %39,0''lnda 3a alt tipi, ardindan vakalarin
%26,9'unda 1a alt tipi ve %20,68’inde 3b alt tipi bulunmustur (123). Yine Cin’de
yapilan bir ¢aligmada 3b alttipi damar i¢i madde kullananlarda %?20,9 oraninda
bulunurken enfekte kan bagiscilarinda %3,6 oraninda bulunmustur (124). Bizim
calismamizda da la ve 3 Tiirkiye genotip dagilimina gore yiiksek bulunmustur. Bu
durum, toplanan hasta Orneklerinin damar i¢i madde kullanimi olan hasta

popiilasyonundan olustugundan kaynaklaniyor olabilir.
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HCYV genotiplerinin dagiliminin hasta yasiyla iliskili oldugu ¢esitli caligmalarda
ortaya konmustur. Antalya, Van ve Kahramanmaras’ta yapilan ¢aligmalarda genotip 1
ile enfekte hastalarin yas ortalamasi genotip 3 ile enfekte hastalarin yas ortalamasindan
anlaml sekilde fazla bulunmustur (115, 117, 125). Bozok ve ark. yaptigi ¢alismada
genotip 1b ile enfekte hastalarin yas ortalamasi genotip 1a ve 3 ile yas ortalamasindan
yiiksek bulunmustur (114). Bizim ¢aligmamizda genotip 1b ile enfekte hastalarin yas
ortalamas1 43,86 + 33,39 cikarken, la ile enfekte hastalarin yas ortalamasi 26,38 +
3,31 ve genotip 3 ile enfekte hastalarin yas ortalamasi 28,23 + 8,63 ¢ikmustir (Bkz.
Tablo 11). Litaratiir ile uyumlu sekilde genotip 1b ile enfekte hatalarin yas ortalamasi

anlamli sekilde genotip 1a ve 3 ile enfekte hastalarin yas ortalamasindan yiiksektir.

Benzer sekilde HCV genotiplerinin dagilimimin hasta cinsiyeti ile de iligki
oldugu cesitli calismalarda ortaya konmustur. Selek ve ark. yaptigi ¢calismada, genotip
la ve 3’iin erkeklerde, genotip 1b’nin ise kadinlarda daha fazla saptandigi bulunmusg
ancak bu calismada, yas ortalamalar1 acisindan genotipler arast anlamli fark
bulunamamistir (126). Mersin’de Bozok ve Celik’in yapitigi calismada ise genotip la
ve 3 erkeklerde, genotip 1b ise kadinlarda anlamli oranda daha fazla saptanmistir
(114). Adana’da Oztiirk ve ark. yapitig1 calismada genotip 1b ile anlamli sekilde
kadinlarda daha sik iken genotip 3 erkeklerde daha siktir (127). Bat1 Avrupa, Rusya
ve Israil’de yapilan bir ¢aligmada genotip 1b ve 2’nin kadinlarda; genotip 1a, 3 ve 4’{in
ise erkeklerde daha yaygin oldugu gosterilmistir (128). Bu duruma sebep olarak
erkeklerin yiiksek riskli cinsel iliski ve uyusturucu kullanima daha yatkin olmasi iken
kadinlarin risk olarak kan transfiizyonuna daha yatkin olmasi gosterilebilir (111, 129).
Bizim ¢aligmamizda genotip 1la ile enfekte hastalarin %15,4’1 kadin %84,6’s1 erkek;
genotip 1b ile enfekte hastalarin %71,4’1 kadin %28,6’s1 erkek; genotip 3 ile enfekte
hastalarin %18,2’si kadin %81,8 erkek olarak bulunmustur (Bkz. Tablo 10).
Caligmamizda literatiir ile uyumlu olarak genotip 1a ve 3 ile enfekte hastalarda anlamli
sekilde erkeklerde fazla iken grup 1b i¢in anlamli olmasa da belirgin sekilde kadinlarda

daha sik saptanmustir.

HCV ile enfekte kan dondrleri ve damar i¢i madde kullananlar arasinda yapilan
bir ¢alismada erkek/kadin oran1 damar i¢i madde kullananlarda anlamli sekilde daha
yiiksek bulunurken, kan donérleri 6nemli Glglide daha geng bulunmusutur (124).

Antalya’da yapilan bir calismada Genotip 1a ve 3a damar i¢i madde kullananlarda
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anlamli olarak daha sik oldugu goriiliirken, genotip 1b damar i¢i madde kullanimi
olmayan hastalarda anlamli sekilde daha sik oldugu bulunmustur (118). Bunun
yaninda genotip la ve 3a ile enfekte hastalarin anlamli sekilde geng erkeklerde yaygin
iken genotip 1b orta yash kadinlarda daha anlamli sekilde daha yaygin oldugu
goriilmiistiir. Bu bulgular bizim ¢aligmamizdaki hasta grubunun yogunlukla damar igi

madde kullanan hastalardan olustugunu diisiinmektedir.

Calismamizda farkli HCV genotipleriyle enfekte hastalarin laboratuvar
bulgularini karsilastirdik (Bkz. Tablo 11). Genotip 2 ile enfekte bir hasta oldugu igin
degerlendirme dis1 birakilmistir. Her 3 genotip arasinda AST, ALT, ALP ve HCV

RNA degerleri agisindan anlamli fark bulunamamaistir.

Kronik hepatit hastalarinda HCV genotipleri ile viral yilikler arasindaki iligkiyi
belirlemek i¢in birgcok ¢alisma yapilmistir. Daha yiiksek HCV RNA diizeyleri daha
belirgin klinik belirtilerle ve daha ciddi karaciger hasarina neden oldugu bilinmektedir.
HCV genotipi/alt tipinin tedavi sirasinda viral yiik degisimleri ile birlikte tedavi
stratejilerini belirlemek ve niiks oranlarini tahmin etmek i¢in ¢ok 6nemli oldugu iyi
bilinmektedir (130). Ancak, genotip ile viral yiik arasindaki iliski hakkinda birgok
tutarsiz sonug bildirilmistir. Yurtdisinda yapilan bir¢ok ¢alismada genotip 1 ile enfekte
olan hastalarin HCV RNA seviyesinin diger genotiplerle enfekte olan hastalarin HCV
RNA seviyelerinden daha yiiksek bulunmustur (130, 131). Bu ¢alismalara benzer
olarak bagka bir calismada genotip 1 ve 6 enfekte hastalardaki HCV RNA seviyeleri
genotip 2 ve 3 ile enfekte olanlardan anlamli sekilde daha yiiksek bulunmustur (132).
Bu durumun nedeninin genotip 1 ve 6’nin daha verimli replike olmasi ile ilgili
olabilecegi one siiriilmiistiir (131, 132). Pakistan ve Nepal’de yapilan birer ¢alismada
ise genotip 3 ile enfekte hastalarin tedavi 6ncesi viral yiiklerinin diger genotiplere gore
yiiksek oldugu gosterilmistir (133, 134). Ancak Pakistan ve Iskogya’da yapilan
caligmalarda genotip 3’lin diisiik viral yiik ile iliskili oldugu bulunmustur (135, 136).
Bu ¢alismalarin aksine Iran’da yapilan iki ¢calismada genotip 1a, 1b ve 3 ile enfekte
HCYV hastalarinda viral yiik agisindan anlamli bir fark bulunamamis (137, 138). Yine
Tiirkiye’de yapilan bir¢cok caligmada viral yiik agisindan HCV genotipleri arasinda
anlamli bir fark bulunamamustir. Mersin, Istanbul, Nevsehir ve Antalya’da yapilan
caligmalarda genotipler arasinda HCV-RNA diizeyleri agisindan anlamli bir iliski
saptanmamus (114, 117, 119, 140). Kiris¢i ve ark. yaptig1 ¢alismada viral yiik agisindan
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genotip 1 ve genotip 3 ile enfekte hastalar arasinda anlamli fark bulunamamig (141).
Kirdar ve ark. yaptig1 caligmada genotip 1a, 1b ve 3 ile enfekte hastalarin HCV RNA
seviyeleri arasinda anlamli fark bulunamamis (10). Bu sonuglar c¢alismamizla

uyumludur.

Kronik hepatit hastalarinda HCV genotipleri ile karaciger fonksiyon testleri
arasindaki iliskiyi belirlemek i¢in de birgok c¢alisma yapilmistir. HCV’nin
hepatotropik bir viriis olmasindan kaynakli karaciger fonksiyon testlerini bozmasi
beklenen bir durumdur fakat HCV genotipleri arasinda fark olup olmadigi ¢ok net
degildir. Bunun hakkinda yapilan ¢alismalarda tutarsiz sonuglar vardir. Hindistanda
yapilan bir ¢alismada AST diizeylerinin genotip 1°de, genotip 2 ve 3’e gore anlaml
sekilde yiiksek bulunmustur. Ancak ALT ve ALP diizeylerinde anlamli fark
bulunamamis (130). Yine Hindistan’da yapilan baska bir ¢alismada genotip la diger
genotiplere gore anlamli sekilde daha yiliksek ALT ve ALP seviyeleri ile iliskiliyken,
AST seviyeleri arasinda anlamli bir fark olmadig gosterilmis (135). Cin’de yapilan
bir ¢alismada ise ALT diizeyleri genotip 1°de diger genotiplere gére anlamli sekilde
yiiksekti (131). Kiris¢i ve ark. yaptigi ¢alismada HCV hastalar1 arasinda genotip 3
olanlarda genotip 1 olanlara gore ALT seviyelerinde anlamli artis bulunmus fakat AST
seviyelerinde anlamli fark bulunamamis (141). Kirdar ve ark. yaptigi ¢alismada
genotipler arast ALT diizeylerinde anlamli bir fark olmadigi gosterilmistir (10). Yine
ayn1 sekilde Nevsehir ve Istanbul’da yapilan ¢alismalarda genotipler aras1 serum ALT
degerlerinde anlamli bir fark bulunamamis (139, 140). Bizim ¢alismamizda da literatiir
ile uyumlu olarak farkli genotiplerle enfekte hastalar arast1 AST, ALT ve ALP

degerlerinde anlamli bir fark yoktur.

Ayrica calismamizda HCV ile enfekte hastalarla saglikli kisilerden sectigimiz
kontrol grubunun verilerini karsilastirdik. Kontrol grubunun 28’1 (%56) kadin, 22’si
(%44) erkek, hastalarin ise 16’s1 (%32) kadin, 34’1 (%68) erkekti (p=0,016) (Bkz.
Tablo 12). Hasta grubunda erkek sayisinin anlamli olarak daha fazla oldugu goriildii.
Kontrol grubunun yas ortalamasi 36,42 + 9,22 iken hasta grubunun yas ortalamasi
32,18 + 11,71 olarak bulundu. Bu bulgulara gore hasta grubu kontrol grubuna gore
anlamli derecede daha gencti (p=0,005). Yukarida da tartistigimiz gibi bunun sebebi
hasta grubumuzdaki damar i¢ci madde kullanim Oykiisii olan gen¢ erkek

popiilasyonunun yiiksek olmasindan kaynaklandigini diisiindiirmektedir.
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HCV hepatositleri ve karacigerdeki diger hiicreleri enfekte edip hiicrelerin
6liimiine sebep olur. Bu nedenle karaciger fonksiyonlar1 ve karacigerdeki enzimlerin
plazmaya salinimi bozulur. Karacigerdeki bu bozukluklar pek ¢ok biyokimyasal
parametreden takip edilebilir. Bizim ¢alismamizda da beklenildigi gibi hasta grubunun
AST, ALT ve ALP degerlerinin, kontrol grubununkilere gore anlamli sekilde ytliksek
oldugu tespit edildi (p<0,0001) (Bkz. Tablo 13). Pakistan’da yapilan bir ¢alismada
HCV hastalar1 kronik hepatit, siroz ve HSK olarak ayrilmis ve kontrol grubu ile
kiyaslanmis. Calismamizla benzer sekilde her ii¢ grupta da AST, ALT ve ALP
degerleri kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur (142). Yine
baska bir ¢alismada HCV hastalar1 kronik ve HSK olarak ayrilmis ve iki grupta da
AST, ALT ve ALP degerleri kontrol grubuna goére anlamli derecede yiiksek
bulunmustur (143). HSK hastalariyla yapilan bir ¢alismadaysa AST ve ALT degerleri
kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede yiiksek bulunmustur (144). Misir’da genotip
4 ile enfekte hastalarda yapilan ¢alismalarda HCV ile enfekte gruplarinin ALT, AST,
ALP degerleri kontrol grubundakilerden anlamli sekilde daha fazlaydi (145, 146).
Farkl iilkelerde farkli genotiplerle yapilan caligmalarda da yine HCV ile enfekte
hastalarin ALT, AST, ALP degerleri kontrol grubundakilerden anlamli sekilde
yiiksekti (147, 148). Calismamiz literatiir ile uyumludur.

miRNA'lar, hedef mRNA'larin 3' veya 5'UTR’deki diizenleyici bolgelerine
baglanan 18-25 niikleotidden olusan kisa, kodlamayan RNA'lardir. MiRNA’nin
baglanmasi, hedef mRNAlarin translasyonunu arttirarak ya da durdurarak protein
sentezini hizli ve hassas bir sekilde etkiler( 149). miRNA'lar, ¢ok sayida hiicresel
stireci etkileyen karmasik transkripsiyon sonrasi reaksiyonlar diizenler (150). miRNA
sentezindeki en kiigiik degisiklik bile bircok proteinin sentezini etkileyebilmesi
nedeniyle miRNA sentezini kontrol eden faktorlerin bozulmasinin birgok hastalikta

rol oynayabilecegi diistinilmiistiir (151).

Karaciger fonksiyon testlerinde kullanilan ALT, AST, ALP gibi
biyobelirteglerin bobrek, kas, kemik vb. dokularda da sentezlenmesi, bu
biyobelirteglerin 6zgiilliigiinii sinirlar ve karmasik yorumlama gerektirir. Birgok
MIRNA’nin doku veya organa 6zgii sentezlenmesi miRNA biyobelirteglerinin daha
yiiksek Ozgiilliige sahip olma olasiliginin arttigini distindiirmektedir (91). HCV ve
HBYV ile enfekte karaciger hastaliginin farkli evreleriyle iligkili spesifik miRNA’lar
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tanimlanmistir (98, 99). Karacigerdeki miRNAlarin apoptoz ve nekroz sonucunda
pasif, eksozom ve viral partikiil salgilanmasi sonucu aktif olarak seruma gecebilir
(100). Baz1 miRNAlarin serumdaki seviyelerinin karacigerdeki miRNA seviyeleri ile
iliskili oldugu gosterilmistir (101). Serbest RNA, RNazlar tarafindan hizla pargalanir
ve tipik olarak kisa bir yar1 dmre sahiptir. Bunun aksine, olgun miRNA'lar ¢ok daha
stabildir ve normalde AGO2 veya diger argonaut proteinleriyle kompleks olustururlar
(149). Boylece dolasimda yikilmadan kalirlar. miRNA'lar ¢ok sayida metabolik yolun
diizenlenmesinde rol oynar ve serum miRNA profillerindeki degisiklikler altta yatan

karaciger hasarini veya inflamasyonu yansitabilir (91).

Karacigerde en fazla bulunan ve toplam miRNA'larin %70'ini olusturan miRNA-
122, kolesterol biyosentezi, yag asidi sentezi ve oksidasyon dahil olmak {izere
metabolik yollar1 diizenler. miRNA-122, HCV RNA’nin 5' UTR’deki IRES bdlgesine
baglanarak konak ribozomlariyla etkilesimini stabilize eder ve viral genom gevirisine
izin verir. miR-122, HCV replikasyonu i¢in en 6nemli konak faktorlerinden biri olarak
gosterilmistir (152). Klinik olarak, miRNA-122'nin karaciger hasariyla korele oldugu
gosterilmistir (153). Bu nedenle, miRNA-122’nin karaciger hasari ig¢in yeni bir
biyobelirteg olabilecegi diisiiniilmektedir(154). Calismamizda kontrol grubu ile HCV
ile enfekte hastalarin plazma miRNA 122 seviyerlerini karsilastirdik, iki grup arasinda
anlamli bir fark bulamadik (Bkz. Tablo 14, Sekil 5). Literatiire baktigimizda da
hastalarin miRNA 122 seviye degisimleri hakkinda farkli sonug¢lar bulunmaktadir.

Amr ve ark. yaptigi ¢alismada, serum miRNA-122 seviyeleri kronik HCV’li
hastalarda, saglikli kontrollere gore anlamli sekilde yiiksek iken; HCV ile enfekte HSK
hastalarinda serum miRNA-122 seviyeleri hem kronik HCV’li hastalara gére hem
kontrol grubuna gore anlamli sekilde diisiik bulunmustur (143). Benzer sekilde El-
Ahwany ve ark. genotip 4 HCV ile enfekte hastalar iizerinde yaptiklar1 ¢aligsmada,
kronik HCV’li ve HCV nedeniyle siroz olmus hasta gruplarindaki serum miRNA-122
seviyeleri saglikli kontrollerin serum miRNA-122 seviyelerine gore anlamh sekilde
yiiksek saptanmigken; HSK hasta grubunun serum miRNA-122 seviyeleri kontrol
grubuna gore anlamli sekilde diisiikk bulunmustur (146). Yapilan bazi ¢aligmalarda
HCV ile enfekte hasta gruplarmin dolasimda miRNA-122 seviyeleri kontrol
grubununkilere gore yiiksek saptanmistir (155-157). Ancak bazi ¢alismalarda ise HCV
ile enfekte hasta gruplarimin dolasimdaki miRNA-122 seviyeleri kontrol grubununa
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gore anlamli sekilde diisiik oldugu goriilmiistiir (148, 158). EI-Abd ve ark. 2015°te
yaptiklar1 ¢alismada, bizim calismamiz ile benzer olarak HCV ile enfekte hasta
gruplarinin serum miRNA-122 sevileri ile kontrol grubununkiler arasinda anlamli fark
bulunamamistir  (147). Sonug olarak bazi c¢alismalarda HCV’ye baghh HSK
hastalarinda azalmis bulunurken, diger gruplarda artmis bulunmus. HCV gruplarinda
artmas1 beklenmesine ragmen azalmis bulan bir¢ok calisma da vardir. Bizim
calismamizla benzer sekilde degismemis bulan ¢alismalar da vardir. Bu durumun,
HCV ile enfekte hastalarimizi HSK veya siroz gibi gruplara ayirmamamizdan

kaynaklanmis olabilecegini diisliniiyoruz.

HCV ile enfekte hastalarda dolasimdaki monositlerde artan miRNA-155, TNF-
a liretiminin artmasina neden olur. MiRNA-155, TNF-a'y1 pozitif olarak diizenleyerek
ilk enfeksiyon sirasinda yiiksek ve stabil bir seviyede tutar. Ote yandan miRNA-155,
CHC hastalarinda bagisiklik temizligi ve bagisiklik hasar1 arasindaki dengeyi korumak
icin Tim-3 tarafindan dogal oldiiriicii hiicrelerde IFNy iiretimini diizenler (159).
Kronik inflamasyon diinya ¢apindaki tiim kanser vakalarinin yaklasik %25'ine katkida
bulunur. Ayni zamanda birgok ¢alisma miRNA-155 seviyelerinin Burkitt lenfomasi,
akciger kanseri ve HSK'dan kaynaklanan tiimorlerde onemli Olgiide arttigini
bildirmistir (160). HCV hastalarinda miRNA-155, Wnt sinyal yolunun aktivasyonu
yoluyla hepatosit proliferasyonunu ve timor olusumunu destekler. miRNA-155'in
asir1 ekspresyonunun B-katenin'i aktive ettigi ve hiicre proliferasyonunu destekleyen
siklin D1, c-myc ve hayatta kalmada artisa neden oldugu gosterilmistir. Ilaveten,
MiRNA-155 ayrica hepatosit proliferasyonunu ve tiimér olusumunu artirmak igin
negatif bir Wnt sinyal diizenleyicisi olan adenomatdz polipozis koli'yi (APC) de

azalttig1 gosterilmistir (161).

Karaciger dokularindan yapilan ekstraksiyonlarla yapilan ¢aligmalarda miRNA
155’in HCV ile enfekte hasta gruplarinin karaciger dokularinda, saglikli kontrollerin
karaciger dokularindakine gore anlamli sekilde arttig1 gosterilmistir (160, 162). Benzer
sekilde HCV ile enfekte hastalarin serum miRNA-155 seviyelerini saglikli kontrollerle
kiyaslayan calismalarda HCV ile enfekte hastalarin miRNA-155 seviyeleri kontrol
gruplarina gore anlamli sekilde yiiksek bulunmustur (156, 157). Bu bulgularin aksine
caligmamizda hasta grubunun mIRNA-155 ekspresyonlari kontrol grubu ile
karsilastirild1 (Bkz. Tablo 14, Sekil 5). Buna gore miRNA-155 ekspresyonlarinin hasta
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grubunda anlaml sekilde azaldigi goriildi (p=0,014). miR-155in HCV enfeksiyonu
i¢in tan1 koydurucu olup olmadiklarini anlamak i¢in ROC analizi yapild1 (Bkz. Tablo
18, Sekil 6). miIRNA-155’in istatistiksel olarak anlaml1 sekilde hasta ve saglikli kisiler
tizerinde ay1rt edici oldugu goriildii (p=0,014). miRNA-155 %64,3 oraninda hasta ve
saglikli kisileri ayirt etti. Bulgularimiz literatiir ile ¢elismektedir. Fakat literatiirde
calismamizla uyumlu sekilde HCV ile enfekte hasta serumlarindaki miRNA-155
seviyelerinin, kontrol grubundakilere gore anlamli sekilde diisiik oldugu bir ¢alisma
da mevcuttur. Fan ve ark. yaptigi bu ¢alismada yine bizim ¢alismamiza benzer sekilde
serum miRNA-155 ile miRNA-122 arasinda anlamli ve pozitif yonli korele oldugu
gosterilmistir (158).

mMiRNA-21, HCV tarafindan tetiklenen tip I IFN iiretimini baskilar ve boylece
HCYV replikasyonunu tesvik eder. Ayrica, HCV kaynakli tip I IFN iiretiminde rol alan
miyeloid farklilagma faktorii 88 (MyD88) ve interlokin-1 reseptoriiyle iliskili kinaz 1'i
(IRAK1) hedef alir. Boylece HCV’nin konak bagisiklik sisteminden kagmasina
katkida bulunur (163). Aymi zamanda miRNA-21 TGF-B sinyallesmesinin bir
baskilayicisi olan SMAD7'yi dogrudan hedefleyerek fibrozise yol agar. miRNA-21
ayrica, PTEN/AKT yolunu diizenleyerek hepatik fibroz sirasinda insan hematopoietik
kok hiicrelerini aktive edebilir. miRNA-21, dogrudan tiimor baskilayici PTEN ile
etkilesir, boylece hepatoma hiicrelerinin proliferasyonunu, gociinii ve invazyonunu

kolaylastirir. Boylece HSK gelisimine katkida bulunur (15).

Caligmamizda hasta grubunun miRNA-21 ekspresyonlar: kontrol grubu ile
karsilagtirildi (Bkz. Tablo 14, Sekil 5). Buna gére miRNA-21 ekspresyonlarinin hasta
grubunda anlamli sekilde azaldigi gorildi (p<0,0001). mMiRNA-21’in HCV
enfeksiyonu ile iliskili olup olmadigini anlamak icin tek degiskenli lojistik regresyon
analizi yapildi (Bkz. Tablo 16). miRNA-21 parametrelerinin anlamli sekilde HCV
enfeksiyonu ile iliskili oldugu ve HCV enfeksiyonunu tahmin edebilecegi goriildii.
Iligkili parametrelerin bagimsiz etkilerinin degerlendirilmesi igin ¢ok degiskenli
lojistik regresyon analizi yapildi (Bkz. Tablo 17). miRNA-21’in (OD=0,0039) HCV
enfeksiyonu ile iligkili oldugu ve azalan miRNA 21 seviyelerinin HCV enfeksiyonu
icin tanimlayici potansiyele sahip oldugu bulundu. Analiz edilen miRNA’larin HCV
enfeksiyonu i¢in tant koydurucu olup olmadiklarini anlamak i¢in ROC analizi yapildi

(Bkz. Tablo 18, Sekil 6). ROC analizinde miRNA-21 i¢in EAA 0,951, p degeri <0,001
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olarak hesaplandi ve miRNA-21’in istatistiksel olarak anlamli sekilde hasta ve saglikli
kisiler lizerinde ayirt edici oldugu goriildii. miRNA-21 %95,1 oraninda hasta ve

saglikl kisileri ayirt etti.

El-Guendy ve ark. yaptig1 ¢alismada, bizim ¢alismamizla benzer olarak miRNA-
21’in HCV ile enfekte hastalarda saglikli kontrollere gore anlamli sekilde azaldigini
gostermistir. Yine ayni sekilde bu ¢alismada bizim ¢alismamizla benzer sekilde analiz
edilen miRNA'larin (miRNA 122, 155 ve 21 ) ifade diizeyleri ile incelenen hastalarin
yas, viral ylik, serum karaciger enzimleri diizeyi gibi temel klinik ve biyokimyasal
Ozellikleri arasinda anlamli bir korelasyon gosterilmemistir (162). Ancak literatiirde
bizim ¢alismamizla celiskili sekilde miRNA-21’in HCV ile enfekte hasta gruplarinda
anlamli sekilde artmis oldugunu bulan ¢alismalar vardir (142, 164). Nasser ve ark.
yaptigi ¢alismada da HCV ile enfekte hastalarda miRNA-21’in arttigi gosterilirken
bizim g¢aligmamizla benzer sekilde miRNA21 ile karaciger fonksiyon testleri ile
arasinda korelasyon bulunamamistir (165). Cermelli ve ark. yaptigi ¢alismada ise
serum miRNA-21 diizeyleri ile HCV enfeksiyonu ile anlamli sekilde degismemistir
(155). Goruldugl tizere literatiirde bir¢cok farkli sonu¢ bulan galigsmalar vardir.
mMIRNA-21 HSK gelisiminde katkist olan miRNA’lar arasindadir ve bu tutarsiz
sonuglar ¢alismalardaki HCV ile enfekte hastalar1 HCV iligkili HSK, ya da HCV

iliskili siroz gibi gruplara ayrilmadigindan kaynaklanmais olabilir.

mMiRNA-224 SMAD4 genini susturarak HSK gelisiminde rol oynadigi
gosterilmistir.  Ayrica hiicre siklusunda gorevli p21 ve p27 proteinlerinin
ekspresyonlarini kisitlayarak hiicre proliferasyonunu arttirdigi gosterilmis ve bu yolak
tizerindeki etkisiyle HSK’da migrasyona ve invazyona neden oldugu bilinmektedir.
Bunlarin da yaninda metalloproteinaz 9 ve PAK4 proteinleri ekspresyonlarini
azaltarak kanserlesmis hepaotositlerin migrasyon ve invazyon yeteneklerini arttirdigi
yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (104). mMIRNA-224 ayn1 zamanda apoptoz
inhibitorii 5'1 (API-5) hedefleyerek ve hiicre biiylimesini tesvik ederek tiimor hiicresi
apoptozunu inhibe ederek HSK gelisimine katkida bulunur (143). Yapilan ¢alismalar
sadece HSK’da degil sirotik karaciger dokularinda, hepatoseliiler adenom gibi iyi
huylu karaciger adenomlarinda ve hatta kronik hepatitte miRNA-224 ekspresyonunun
arttirdigin1 gostermistir (105). Enflamatuar yollardan p65/NF-«f3 yoluna da etki ederek

karaciger hasarini indiikledigi gosterilmistir (143).
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Calismamizda hasta grubunun miRNA-224 ekspresyonlar1 kontrol grubu ile
karsilagtirildi ve miRNA-224 ekspresyonlar1 agisindan iki grup arasinda anlamli fark
bulunamamuistir (Bkz. Tablo 14, Sekil 5). Cin’de yapilan bir calismada HCV’li hastalar
kronik HCV enfeksiyonlu, siroz ve HSK olarak ti¢e ayrilmis bu ii¢ grupta da serum
MIRNA-224 seviyeleri kontrole gore anlamli sekilde artmis oldugu bulunmustur
(166). Misir’da yapilan bir ¢alismada Cin’de yapilan ¢alisma ile uyumlu olarak HCV
ile enfekte HSK’l1 hastalarda serum miRNA-224 anlamli sekilde arttigi gosterilmistir
(144). Misir’da Amr ve ark. ¢alismasinda ise bu galismalarla uyumlu olarak HCV
enfeksiyonlu HSK hastalarinda serum miRNA-224 seviyeleri kontrol grubundakilere
gore anlamli sekilde artarken; bizim calismamizla benzer sekilde kronik HCV
enfeksiyonlularin serum miRNA-224 seviyelerinde kontrol grubuna gore anlamli fark
bulunamamustir (143). Serum mMiIRNA-224’tin HCV ile iliskili HSK hastalarinda
artmasi beklenirken; her ne kadar enflamatuar yolaklarla ilgili olsa da kronik HCV
hastalarinda ise kontrollere gore artmasi veya degismemesi beklenen bir durumdur.
Fakat birgok miRNA’da oldugu gibi miRNA-224 i¢in de, tedavi gibi bircok nedenden
etkilenebilecegi igin farkli sonuglarin da karsimiza ¢ikabilecegi belirtilmistir (167).

Farkli karaciger hiicrelerindeki miRNA sentez profillerini degerlendiren
calismalarin sonuclar tutarli degildir. Ayrica, klinik 6rneklerdeki farkliliklar, miRNA
analizlerindeki farkli miRNA matrisleri, ¢calismalar arasindaki farkli miRNA ifade
dereceleri gibi cesitli teknik sorunlar, miRNA profilinin progenitér hiicrenin
kokeninden de etkilenmesi, miRNA profillerini karsilastirmanin zor oldugunu
gostermektedir (97). HCV’ye yonelik tedavilerin de miRNA sentezlerini de etkiledigi
bilinmektedir (156). “Housekeeping” gen segiminde de bazi genlerin fibrozis
durumunda ekspresyonlarinin degisebilecegi ve bunun da sonuglar etkileyebilecegi
diistiniilmektedir. Ayn1 ailedeki degisken uzunluktaki izomiR'ler ile yakindan iligkili
miRNA'lar arasinda ve olgun MiRNA'lar ile pre-/pri-miRNA'lar arasinda ayrim
yapmak ek bir zorluk olusturmaktadir. Biitlin bunlar hastalik tanilarinda miRNA’larin
kullanilmast i¢in standartizasyon c¢aligmalarinin devam etmesi gerektigini bize
gostermektedir. Serumdan RNA izolasyonunda birgok yontem olmasina ragmen
miRNA'larin diisiik miktari, kisaligi ve yiiksek dizi degiskenligi miRNA’larin
6l¢limiinii zorlastirr (91). Biitiin bunlar beraber degerlendirildiginde miRNA’lar HCV
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tanis1 i¢in umut vermekle beraber giivenilir bir biyobelirte¢ olarak kabul edilmesi i¢in

standartlastirilmis yontemlere ihtiyag¢ vardir.
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SONUCLAR

1- 13 hastanin (%26) genotip 1a, 14 hastanin (%28) genotip 1b, 1 hastanin (%2)
genotip 2, 22 hastanin (%44) genotip 3 oldugu tespit edildi.

2- Genotip la ve 3 ile enfekte olan hastalarda erkeklerin anlamli olarak daha

fazla oldugu goriildii (p=0,001).

3- Genotip 1b ile enfekte hastalarin genotip la ve 3 ile enfekte hastalardan
anlamli sekilde daha ileri yasta oldugu goriildii (p=0,004). Her 3 genotip arasinda AST,
ALT, ALP ve HCV RNA degerleri acisindan anlamli fark bulunamamastir.

4- Kontrol grubunun 28’1 (%56) kadin, 22’si (%44) erkek, hastalarin ise 16’s1
(%32) kadin, 34’1 (%68) erkekti. Hasta grubunda erkek sayisinin anlamli olarak daha
fazla oldugu gortildi (p=0,016).

5- Kontrol grubunun yas ortalamasi 36,42 + 9,22 iken hasta grubunun yas
ortalamast 32,18 + 11,71 olarak bulundu. Bu bulgulara gére hasta grubu kontrol
grubuna gore anlamli derecede daha gencti (p=0,005).

6- Hasta grubunun AST, ALT ve ALP degerlerinin, kontrol grubununkilere gore
anlamli sekilde yiiksek oldugu tespit edildi (p<0,0001).

7- Hasta grubunun HCV RNA degerlerinin ortalamas1 1622592,06 + 2830469,7
IU/L olarak bulundu.

8- Hasta ile kontrol gruplar1 arasinda mMIRNA-122 ve miRNA-224
ekspresyonlar1 agisindan anlamli fark bulunamazken, miRNA-155 (p=0,014),
MiRNA-21 (p<0,0001) ekspresyonlarinin hasta grubunda anlaml sekilde azaldigi

goriildi.

9- miRNA seviyeleri ile laboratuvar bulgular1 arasinda anlamli korelasyon
olmadig goriiliirken, 4 miRNA ’nin ekspresyon seviyelerinin birbirleri arasinda pozitif

yonlii korelasyon oldugu bulundu.

10- Cinsiyet, yas, ALT, AST, ALP, miRNA-21 parametrelerinin anlamli sekilde
HCV enfeksiyonu ile iligkili oldugu ve HCV enfeksiyonunu tahmin edebilecegi

goriildil.
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11- AST ve miRNA-21 parametreleri HCV enfeksiyonu ile iligkili bulundu.
Artan AST veya azalan miRNA 21 seviyeleri HCV enfeksiyonu i¢in tanimlayici

potansiyele sahiptir.

12- ROC analizine gore miRNA-155 ve miRNA-21’in istatistiksel olarak
anlaml1 sekilde hasta ve saglikli kisiler lizerinde ayirt edici oldugu goriildii. miIRNA-
155 %64,3 oraninda hasta ve saglikl kisileri ayirt edebiliyorken; miRNA-21 %95,1

oraninda hasta ve enfekte kisileri ayirt etti.

13- Her ii¢ genotip arasinda miRNA-122, miRNA-155, miRNA-224 ve miRNA-

21 ekspresyon seviyeleri agisindan anlamli fark bulunamamastir.

14- ROC analizi bize miRNA 21 ve miRNA155’in HCV enfeksiyonu tanisinda
biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini diisiindiirdii.

15- miRNA’lar biyobelirteg olarak biiyilk umutlar vaat etse de, Ol¢iim
asamalarindaki zorluklari, enfekte hiicrelerdeki degisimleri gibi faktorlerden dolay:

standartizasyonlari i¢in daha ¢ok ¢alismaya ihtiyag vardir.

16- Calismamizda ilkemizdeki baskin HCV genotipinin, go¢, madde
kullaniminin artmasi gibi faktorler nedeniyle degismis olabilecegine dair bulgular elde
edilmis olup konu hakkinda kapsamli bir ¢aligma yapilmasina ve HCV yayginliginin

azaltilmasina yonelik ¢aligmalar yapilmasina ihtiyag oldugu ortaya ¢ikmuistir.

17- Calismamizda hastalarin hangi bulas yoluyla enfekte oldugu ile ilgili veriler
toplanmamistir. Dolasiyla ¢alismamizda HCV’nin bulas yollar1 ile etken HCV

genotipi iligkisini gosteremedik.

18- miRNA ekspresyonlarinin hastalarmn klinik evrelerinden ve gidisatlarindan
etkilendigi tartisma kisminda belirttigimiz gibi birgok calismada gdsterilmistir. Ancak
calismamizda hasta grubunun klinik durumu ve ya tedavi alip almamas ile ilgili veri

toplanmamasi ¢alismamizin eksiklikleri arasinda sayilabilir.

19- Calisgmamizda kontrol ve hasta gruplarinin plazmalarindan total RNA elde
farkli kit ve cihazlarda yapilmasi da miRNA’larin diizeylerinin karsilastirilmasi

konusunda kisithilik olugturmaktadir.

61



KAYNAKCA

1. Bradley DW, Krawczynski K, Beach MJ, Purdy MA, editors. Non-A, non-B
hepatitis: toward the discovery of hepatitis C and E viruses. Seminars in Liver Disease;
1991: © 1991 by Thieme Medical Publishers, Inc.

2. Organization WH. Global hepatitis report 2024: World Health Organization;
2024,

3. Confirmed HCV genotypes/subtypes: International Committee on Taxonomy
of Viruses (ICTV). https://ictv.global/sg_wiki/flaviviridae/hepacivirus/tablel Erisim
tarihi: 26.09.2024

4. Gower E, Estes C, Blach S, Razavi-Shearer K, Razavi H. Global epidemiology

and genotype distribution of the hepatitis C virus infection. Journal of Hepatology.
2014;61(1):45-57.

5. Us T, Kasifoglu N, Aslan FG, Aslan M, Akgun Y, Durmaz G. The distribution
of hepatitis C virus genotypes of patients with chronic hepatitis C infection in Eskisehir
Region of Turkey. Journal of Clinical Virology. 2016;82:S70.

6. Strader DB, Wright T, Thomas DL, Seeff LB. Diagnosis, management, and
treatment of hepatitis C. Hepatology. 2004;39(4):1147-71.

7. Chevaliez S, Pawlotsky J-M. Hepatitis C virus: virology, diagnosis and
management of antiviral therapy. World Journal of Gastroenterology.
2007;13(17):2461.

8. Nolte FS, Green AM, Fiebelkorn KR, Caliendo AM, Sturchio C, Grunwald A,
et al. Clinical evaluation of two methods for genotyping hepatitis C virus based on
analysis of the 5 noncoding region. Journal of Clinical Microbiology.
2003;41(4):1558-64.

9. Tiirkoglu S. Hepatit C Virusu Viroloji ve Seroloji. In: Tabak F, Balik I, Tekeli
E, editors. Viral Hepatit 2007. 1. Ankara: Viral Hepatitle Savasim Dernegi; 2007. p.
228-45.

10.  Kurdar S, Yasa MH, Aydin N, Korkmaz Giiltekin B, Oztiirk SB, Kurt Omiirlii
I. Kronik hepatit C enfeksiyonlu hastalarda hepatit C viriisii genotiplerinin dagilimu.

Meandros Medical and Dental Journal. 2015;16(3):108-13.

62


https://ictv.global/sg_wiki/flaviviridae/hepacivirus/table1

11. Rodriguez A, Griffiths-Jones S, Ashurst JL, Bradley A. ldentification of
mammalian microRNA host genes and transcription units. Genome Research.
2004;14(10a):1902-10.

12.  Roberts AP, Lewis AP, Jopling CL. miR-122 activates hepatitis C virus
translation by a specialized mechanism requiring particular RNA components. Nucleic
Acids Research. 2011;39(17):7716-29.

13.  Mitchell PS, Parkin RK, Kroh EM, Fritz BR, Wyman SK, Pogosova-
Agadjanyan EL, et al. Circulating microRNAs as stable blood-based markers for
cancer detection. Proceedings of the National Academy of Sciences.
2008;105(30):10513-8.

14.  Mijelle R, Dima SO, Bacalbasa N, Chawla K, Sorop A, Cucu D, et al.
Comprehensive transcriptomic analyses of tissue, serum, and serum exosomes from
hepatocellular carcinoma patients. BMC Cancer. 2019;19:1-13.

15.  Li H-C, Yang C-H, Lo S-Y. Roles of microRNASs in Hepatitis C Virus
Replication and Pathogenesis. Viruses. 2022;14(8):1776.

16.  Prince A, Grady G, Hazzi C, Brotman B, Kuhns W, Levine R, et al. Long-
incubation post-transfusion hepatitis without serological evidence of exposure to
hepatitis-B virus. Lancet. 1974;304(7875):241-6.

17. Choo Q-L, Kuo G, Weiner AJ, Overby LR, Bradley DW, Houghton M.
Isolation of a cDNA clone derived from a blood-borne non-A, non-B viral hepatitis
genome. Science. 1989;244(4902):359-62.

18.  Abacioglu YH, Oktem IMA. Hepatit C. In: Us D, Ergiinay K, editors.
Molekiiler, Klinik ve Tanisal Viroloji. Ankara: Ankara Tip Bilimsel Yayinevi; 2012.
p. 336-65.

19.  Penin F, Dubuisson J, Rey FA, Moradpour D, Pawlotsky JM. Structural
biology of hepatitis C virus. Journal of Hepatology. 2004;39(1):5-19.

20.  Moradpour D, Penin F, Rice CM. Replication of hepatitis C virus. Nature
Reviews Microbiology. 2007;5(6):453-63.

21.  Altindis M, Tabak F. Hepatit Mikrobiyolojisi. 1 ed. Istanbul Istanbul Tip
Kitapevi; 2015. 83-113 p.

22.  Suzuki T. Morphogenesis of infectious hepatitis C virus particles. Frontiers in
Microbiology. 2012;3:38.

63



23.  Akhan S. Hepatit C Viriisii. In: Willke Topcu A, Soyletir G, Doganay M,
editors. Enfeksiyon Hastaliklari ve Mikrobiyolojisi. 2: Nobel Tip Kitapevleri; 2012. p.
1911-28.

24.  Ray SC, Thomas DL. Hepaptitis C. In: Bennet JE, Dolin R, Blaser MJ, editors.
Mandell, Douglas and Bennett’ s Principles and Practice of Infectious Diseases. 8 ed
2015. p. 1904-27.

25.  Altindis M, Tabak F. Hepatit Mikrobiyolojisi. 1 ed. Istanbul: Istanbul Tip
Kitapevi; 2015. 159-92 p.

26.  Enomoto N, Sakuma I, Asahina Y, Kurosaki M, Murakami T, Yamamoto C, et
al. Comparison of full-length sequences of interferon-sensitive and resistant hepatitis
C virus 1b. Sensitivity to interferon is conferred by amino acid substitutions in the
NS5A region. Journal of Clinical Investigation. 1995;96(1):224-30.

27.  Enomoto N, Sakuma I, Asahina Y, Kurosaki M, Murakami T, Yamamoto C, et
al. Mutations in the nonstructural protein 5A gene and response to interferon in patients
with chronic hepatitis C virus 1b infection. New England Journal of Medicine.
1996;334(2):77-81.

28.  Ploss A, Evans MJ, Gaysinskaya VA, Panis M, You H, De Jong YP, et al.
Human occludin is a hepatitis C virus entry factor required for infection of mouse cells.
Nature. 2009;457(7231):882-6.

29.  Forghieri F, Luppi M, Barozzi P, Maffei R, Potenza L, Narni F, et al.
Pathogenetic mechanisms of hepatitis C virus-induced B-cell lymphomagenesis.
Clinical Developmental Immunology. 2012.

30.  Koziel MJ, Dudley D, Afdhal N, Choo Q-L, Houghton M, Ralston R, et al.
Hepatitis C virus (HCV)-specific cytotoxic T lymphocytes recognize epitopes in the
core and envelope proteins of HCV. Journal of Virology. 1993;67(12):7522-32.

31.  Petruzziello A, Coppola N, Loquercio G, Marigliano S, Giordano M, Azzaro
R, et al. Distribution pattern of hepatitis C virus genotypes and correlation with viral
load and risk factors in chronic positive patients. Intervirology. 2014;57(6):311-8.

32. Biron CA, Nguyen KB, Pien GC, Cousens LP, Salazar-Mather TP. Natural
killer cells in antiviral defense: function and regulation by innate cytokines. Annual
Review of Immunology. 1999;17(1):189-220.

64



33.  Steinman RM, Inaba K, Turley S, Pierre P, Mellman |. Antigen capture,
processing, and presentation by dendritic cells: recent cell biological studies. Human
immunology. 1999;60(7):562-7.

34.  Smyth MJ, Cretney E, Kelly JM, Westwood JA, Street SE, Yagita H, et al.
Activation of NK cell cytotoxicity. Molecular Immunology. 2005;42(4):501-10.

35.  Thimme R, Oldach D, Chang K-M, Steiger C, Ray SC, Chisari FV.
Determinants of viral clearance and persistence during acute hepatitis C virus
infection. Journal of Experimental Medicine. 2001;194(10):1395-406.

36. Tang H, Gris¢ H. Cellular and molecular biology of HCV infection and
hepatitis. Clinical Science. 2009;117(2):49-65.

37.  Yenen OS. Hepatit C Viriisii. In: Willke Topgu A, Soyletir G, Doganay M,
editors. Enfeksiyon Hastaliklar1 ve Mikrobiyolojisi. 2: Nobel Tip Kitapevleri; 2012. p.
1377-408.

38.  Mohd Hanafiah K, Groeger J, Flaxman AD, Wiersma ST. Global epidemiology
of hepatitis C virus infection: new estimates of age-specific antibody to HCV
seroprevalence. Hepatology. 2013;57(4):1333-42.

39.  Chakravarti A, Ashraf A, Malik S. A study of changing trends of prevalence
and genotypic distribution of hepatitis C virus among high risk groups in North India.
Indian Journal of Medical Microbiology. 2013;31(4):354-9.

40.  Hajarizadeh B, Grebely J, Dore GJ. Epidemiology and natural history of HCV
infection. Nature reviews Gastroenterology Hepatology. 2013;10(9):553-62.

41. Miihlberger N, Schwarzer R, Lettmeier B, Sroczynski G, Zeuzem S, Siebert U.
HCV-related burden of disease in Europe: a systematic assessment of incidence,
prevalence, morbidity, and mortality. BMC Public Health. 2009;9(1):1-14.

42.  Tozun N, Ozdogan O, Cakaloglu Y, Idilman R, Karasu Z, Akarca U, et al.
Seroprevalence of hepatitis B and C virus infections and risk factors in Turkey: a
fieldwork TURHEP study. Clinical Microbiology Infection. 2015;21(11):1020-6.

43. Ecemis T, Akgali S, Diindar PE, Sanlidag T. HCV Enfeksiyonu Tanisinda
Anti-HCV Testi ve Esik Deger/The Threshold Value of Anti-HCV Test in the
Diagnosis of HCV Infection. Tirkiye Klinikleri Tip Bilimleri Dergisi.
2012;32(6):1648.

65



44, Bakanligi TCS. Tiirkiye Viral Hepatit Onleme ve Kontrol Programi 2018-
2023. Ankara: T. C. Saglik Bakanligi, 2018.

45.  Ji-su L, Shu-ping T, Vitvitski L, Lepot D, Trepo C. Two French genotypes of
hepatitis C virus: homology of the predominant genotype with the prototype American
strain. Gene 1991;105(2):167-72.

46.  Smith DB, Bukh J, Kuiken C, Muerhoff AS, Rice CM, Stapleton JT, et al.
Expanded classification of hepatitis C virus into 7 genotypes and 67 subtypes: updated
criteria and genotype assignment web resource. Hepatology. 2014;59(1):318-27.

47.  Shepard CW, Finelli L, Alter MJ. Global epidemiology of hepatitis C virus
infection. Lancet Infectious Diseases. 2005;5(9):558-67.

48.  Messina JP, Humphreys I, Flaxman A, Brown A, Cooke GS, Pybus OG, et al.
Global distribution and prevalence of hepatitis C virus genotypes. Hepatology
2015;61(1):77-87.

49.  Zein NN. Clinical significance of hepatitis C virus genotypes. Clinical
Microbiology Reviews. 2000;13(2):223-35.

50. Forns X, Purcell RH, Bukh J. Quasispecies in viral persistence and
pathogenesis of hepatitis C virus. Trends in Microbiology. 1999;7(10):402-10.

51. Domingo E. Biological significance of viral quasispecies. Viral Hepatitis
Reviews 1996;2:247-61.

52.  Aydemir S. Antiviral Direng. In: Kandemir O, Danalioglu A, editors. Hepatit
B'den D'ye Hep Giincel. Istanbul: Content Ed Net; 2015. 214-26.

53.  Maheshwari A, Thuluvath PJ. Management of acute hepatitis C. Clinics in liver
Disease. 2010;14(1):169-76.

54.  Prati D. Transmission of hepatitis C virus by blood transfusions and other
medical procedures: a global review. Journal of Hepatology. 2006;45(4):607-16.

55.  Farci P, Alter HJ, Shimoda A, Govindarajan S, Cheung LC, Melpolder JC, et
al. Hepatitis C virus—associated fulminant hepatic failure. New England Journal of
Medicine. 1996;335(9):631-4.

56. Nelson PK, Mathers BM, Cowie B, Hagan H, Des Jarlais D, Horyniak D, et al.
Global epidemiology of hepatitis B and hepatitis C in people who inject drugs: results
of systematic reviews. Lancet. 2011;378(9791):571-83.

66



57.  Fabrizi F, Messa P. Transmission of hepatitis C virus in dialysis units: a
systematic review of reports on outbreaks. International Journal of Artificial Organs.
2015;38(9):471-80.

58.  Fissell RB, Bragg-Gresham JL, Woods JD, Jadoul M, Gillespie B, Hedderwick
SA, et al. Patterns of hepatitis C prevalence and seroconversion in hemodialysis units
from three continents: the DOPPS. Kidney International. 2004;65(6):2335-42.

59.  Mitsui T, Iwano K, Masuko K, Yamazaki C, Okamoto H, Tsuda F, et al.
Hepatitis C virus infection in medical personnel after needlestick accident.
Hepatology. 1992;16(5):1109-14.

60. Walsh K, Alexander G. Update on chronic viral hepatitis. Postgraduate
Medical Journal. 2001;77(910):498-505.

61. Branddo A, Costa Fuchs S. Risk factors for hepatitis C virus infection among
blood donors in southern Brazil: a case-control study. BMC Gastroenterology.
2002;2(1):1-8.

62.  Dusheiko G, Smith M, Scheuer P. Hepatitis C virus transmitted by human bite.
Lancet. 1990;336(8713):503-4.

63. Mast EE, Hwang L-Y, Seto DS, Nolte FS, Nainan OV, Wurtzel H, et al. Risk
factors for perinatal transmission of hepatitis C virus (HCV) and the natural history of
HCV infection acquired in infancy. The Journal of Infectious Diseases.
2005;192(11):1880-9.

64.  Fischler B, editor Hepatitis C virus infection. Seminars in Fetal and Neonatal
Medicine; 2007: Elsevier.

65.  Terrault NA. Sexual activity as a risk factor for hepatitis C. Hepatology.
2002;36(S1):99-105.

66.  Kupfer B. HCV Virology. In: Mauss S, Berg T, Rockstroh J, Sarrazin C,
Wedemeyer H, editors. Hepatology. Hannover2022. 109-35.

67.  Akinci E, Bodur H. HCV Enfeksiyonunda Klinik ve Tan1. In: Tabak F, Balik
I, Tekeli E, editors. Viral Hepatit 2007. Ankara: Viral Hepatitle Savasim Dernegi;
2007. 200-26.

68.  Erdem H, Eyigiin CP. Hepatit C Infeksiyonunun Patogenezi ve Dogal Seyri.
In: Koksal I, Leblebicioglu H, editors. Kronik Hepatitlerin Tan1 ve Tedavisine Giincel

Yaklagimlar. Ankara: Bilimsel Tip Yayinevi; 2009. 40-50.

67



69. Vandelli C, Renzo F, Romano L, Tisminetzky S, De Palma M, Stroffolini T, et
al. Lack of evidence of sexual transmission of hepatitis C among monogamous
couples: results of a 10-year prospective follow-up study. American College of
Gastroenterology. 2004;99(5):855-9.

70.  Demir M. HCV Enfeksiyonu Tamsinda Kullanilan Testler. In: Kandemir O,
Danalioglu A, editors. Hepatit B'den D'ye Hep Giincel. istanbul: Content Ed Net;
2015. 143-50.

71.  Carreno V, Bartolomé J, Castillo I, Quiroga JA. New perspectives in occult
hepatitis C virus infection. World Journal of Gastroenterology. 2012;18(23):2887.

72.  Liang TJ, Heller T. Pathogenesis of hepatitis C—associated hepatocellular
carcinoma. Gastroenterology. 2004;127(5):S62-S71.

73.  Lavanchy D. The global burden of hepatitis C. Liver International. 2009;29:74-
81.

74.  Kamili S, Drobeniuc J, Araujo AC, Hayden TM. Laboratory diagnostics for
hepatitis C virus infection. Clinical Infectious Diseases. 2012;55:543-S8.

75.  Cacoub P, Comarmond C, Domont F, Savey L, Desbois AC, Saadoun D.
Extrahepatic manifestations of chronic hepatitis C virus infection. Therapeutic
Advances in Infectious Disease. 2016;3(1):3-14.

76.  Sainz Jr B, Barretto N, Uprichard SL. Hepatitis C virus infection in
phenotypically distinct Huh7 cell lines. PloS One2009;4(8):e6561.

77. Estrabaud E, Vidaud M, Marcellin P, Asselah T. Genomics and HCV infection:
progression of fibrosis and treatment response. Journal of Hepatology.
2012;57(5):1110-25.

78.  Kaesli R. An overview of the laboratory assay systems and reactives used in the
diagnosis of Hepatitis C virus (HCV) infections. In Abuelzein E. ed. Trends in
Immunolabelle Related Techniques. Rijeka: Croatio. In Tech Publishing House
2012:339-50.

79.  Alberti A, Morsica G, Chemello L, Cavalletto D, Noventa F, Pontisso P, et al.
Hepatitis C viraemia and liver disease in symptom-free individuals with anti-HCV.
Lancet. 1992;340(8821):697-8.

80.  Craxi A, Laffi G, Zignego AL. Hepatitis C virus (HCV) infection: a systemic
disease. Molecular Aspects of Medicine. 2008;29(1-2):85-95.

68



81.  Gupta E, Bajpai M, Choudhary A. Hepatitis C virus: Screening, diagnosis, and
interpretation of laboratory assays. Asian Journal of Transfusion Science.
2014;8(1):19.

82.  Us D. Temel Immiinoloji ve Seroloji. Ankara: Hipokrat Kitabevi; 2016. 232-
46 p.

83.  Li H-C, Lo S-Y. Hepatitis C virus: Virology, diagnosis and treatment. World
Journal of Hepatology. 2015;7(10):1377.

84.  Tanaka Y, Nishida N, Sugiyama M, Kurosaki M, Matsuura K, Sakamoto N, et
al. Genome-wide association of IL28B with response to pegylated interferon-o and
ribavirin therapy for chronic hepatitis C. Nature Genetics. 2009;41(10):1105-9.

85.  Bowden DS, Berzsenyi MD. Chronic hepatitis C virus infection: genotyping
and its clinical role. Future Microbiology. 2006;1(1):103-12.

86.  Chevaliez S, Bouvier-Alias M, Brillet R, Pawlotsky JM. Hepatitis C virus
(HCV) genotype 1 subtype identification in new HCV drug development and future
clinical practice. PLoS One. 2009;4(12):e82009.

87.  Chen H, Xu Z, Liu D. Small non-coding RNA and colorectal cancer. Journal
of Cellular and Molecular Medicine. 2019;23(5):3050-7.

88.  Lee RC, Feinbaum RL, Ambros V. The C. elegans heterochronic gene lin-4
encodes small RNAs with antisense complementarity to lin-14. Cell. 1993;75(5):843-
54,

89.  Oksiiz Z, Serin M. Hepatit C Virusu Infeksiyonunda ve Hepatit C Virusu
Iliskili Komplikasyonlarda MikroRNA’larin Rolii. Mersin Universitesi Saglk
Bilimleri Dergisi. 2014;7(1):1-11.

90.  Friedman RC, Farh KK-H, Burge CB, Bartel DP. Most mammalian mRNAs
are conserved targets of microRNAs. Genome Research. 2009;19(1):92-105.

91. Hayes CN, Chayama K. MicroRNAs as biomarkers for liver disease and
hepatocellular  carcinoma. International Journal of Molecular Sciences.
2016;17(3):280.

92. Elmén J, Lindow M, Schiitz S, Lawrence M, Petri A, Obad S, et al. LNA-
mediated microRNA silencing in non-human primates. Nature. 2008;452:896-9.

93.  O'Brien J, Hayder H, Zayed Y, Peng C. Overview of microRNA biogenesis,

mechanisms of actions, and circulation. Frontiers in Endocrinology. 2018;9:402.

69



94. Broughton JP, Lovci MT, Huang JL, Yeo GW, Pasquinelli AE. Pairing beyond
the seed supports microRNA targeting specificity. Molecular Cell. 2016;64(2):320-33.
95.  Molekiiler, Biyoloji, ve, Genetik. http://molekulerbiyolojivegenetik.org/yeni-
bir-kesif-gen-baskilayicilari-mirnalar Erisim tarihi:23.05.2023.

96.  Weber JA, Baxter DH, Zhang S, Huang DY, How Huang K, Jen Lee M, et al.
The microRNA spectrum in 12 body fluids. Clinical Chemistry. 2010;56(11):1733-41.
97.  Loureiro D, Tout I, Narguet S, Benazzouz SM, Mansouri A, Asselah T.
miRNAs as Potential Biomarkers for Viral Hepatitis B and C. Viruses. 2020;12(12).
98. Bala S, Marcos M, Szabo G. Emerging role of microRNAs in liver diseases.
World Journal of Gastroenterology. 2009;15(45):5633.

99. Ji F, Yang B, Peng X, Ding H, You H, Tien P. Circulating microRNAS in
hepatitis B virus—infected patients. Journal of Viral Hepatitis. 2011;18(7):e242-e51.
100. Novellino L, Rossi RL, Bonino F, Cavallone D, Abrignani S, Pagani M, et al.
Circulating hepatitis B surface antigen particles carry hepatocellular microRNAs. PloS
One. 2012;7(3):e31952.

101. Shwetha S, Gouthamchandra K, Chandra M, Ravishankar B, Khaja M, Das S.
Circulating miRNA profile in HCV infected serum: novel insight into pathogenesis.
Scientific Reports. 2013;3(1):1555.

102. Fu X, Wen H, Jing L, Yang Y, Wang W, Liang X, et al. Micro RNA-155-5p
promotes hepatocellular carcinoma progression by suppressing PTEN through the Pl
3K/Akt pathway. Cancer Science. 2017;108(4):620-31.

103. Oura K, Morishita A, Masaki T. Molecular and functional roles of microRNAs
in the progression of hepatocellular carcinoma—a review. International Journal of
Molecular Sciences. 2020;21(21):8362.

104. Chen W, Fan X-m, Mao L, Zhang J-y, Li J, Wu J-z, et al. MicroRNA-224: as
a potential target for miR-based therapy of cancer. Tumor Biology. 2015;36:6645-52.
105. Wang Y, Lee CG. Role of miR-224 in hepatocellular carcinoma: a tool for
possible therapeutic intervention? Epigenomics. 2011;3(2):235-43.

106. Pfaffl MWJNar. A new mathematical model for relative quantification in real-
time RT-PCR. Nucleic Acids Research. 2001;29(9):e45-e.

107. Razavi H, Robbins S, Zeuzem S, Negro F, Buti M, Duberg A-S, et al. Hepatitis

C virus prevalence and level of intervention required to achieve the WHO targets for

70



elimination in the European Union by 2030: a modelling study. Lancet
Gastroenterology & Hepatology. 2017;2(5):325-36.

108. Midgard H, Weir A, Palmateer N, Re III VL, Pineda JA, Macias J, et al. HCV
epidemiology in high-risk groups and the risk of reinfection. Journal of Hepatology.
2016;65(1):S33-S45.

109. Blach S, Zeuzem S, Manns M, Altraif 1, Duberg A-S, Muljono DH, et al.
Global prevalence and genotype distribution of hepatitis C virus infection in 2015: a
modelling study. Lancet Gastroenterology & Hepatology 2017;2(3):161-76.

110. Tsukiyama-Kohara K, Kohara M. Hepatitis C virus: viral quasispecies and
genotypes. International Journal of Molecular Sciences. 2017;19(1):23.

111. Petruzziello A, Marigliano S, Loquercio G, Cacciapuoti C. Hepatitis C virus
(HCV) genotypes distribution: an epidemiological up-date in Europe. Infectious
Agents Cancer. 2016;11:1-9.

112. Buruk C, Bayramoglu G, Reis A, Kaklikaya N, Tosun I, Aydin F.
Determination of hepatitis C virus genotypes among hepatitis C patients in Eastern
Black Sea Region, Turkey. Mikrobiyoloji Biilteni 2013;47(4).

113. Kaya S, Afsar I, Gokmen AA, Sener AG, Saymer A. Evaluation of Hepatitis C
Virus Genotype Results in izmir Atatiirk Training and Research Hospital. Viral
Hepatitis Journal. 2019;25(2).

114. Bozok TS, Celik AK. Kronik Hepatit C enfeksiyonu olan hastalarin Hepatit C
viriis genotip ve viral yiiklerinin degerlendirilmesi: Bes yillik tek merkezli retrospektif
calisma. Mersin Universitesi Saglik Bilimleri Dergisi. 2023;16(1):75-82.

115. Caliskan A, Kirisci O, Ozkaya E, Ozden S, Tumer S, Caglar S, et al.
Distribution and predominance of genotype 3 in hepatitis C virus carriers in the
province of Kahramanmaras, Turkey. Hepatitis Monthly. 2015;15(4).

116.  Agca H, Ener B, Saglik I, Yilmaz E, Kazak E. Hepatit C Viriisii Genotiplerinin
Retrospektif Incelenmesi. Tiirk Mikrobiyoloji Cemiyeti Dergisi 2021;51(3):303-8.
117.  Saglk I, Mutlu D, Ongiit G, Inan D, Ogiing D, Can Sarmoglu R, et al. Akdeniz
Universitesi Hastanesinde kronik hepatit C enfeksiyonu olan hastalarda hepatit C virus
genotipleri: bes yillik sonuglarin degerlendirilmesi. Mikrobiyoloji  Biilteni.
2014;48(3):429-37.

71



118. Daloglu AE, Parkan oM, Erdogan A, Peker BO, Sarinoglu RC, Saglik I, et al.
Damar I¢i madde bagimliligi olan ve madde bagimlisi olmayan hastalar arasinda
hepatit C virus (HCV) genotiplerinin dagilimi. Mikrobiyoloji Biilteni. 2021;55(1):30-
40.

119. Kayman T, Karakiik¢ii C, Karaman A, Goziitok F. Kayseri bolgesinde Hepatit
C viriis enfeksiyonunun genotip dagilimi. Tirk Mikrobiyoloji Cemiyeti Dergisi.
2012;42(1):21-6.

120. Ugbilek E, Abayli B, Koyuncu MB, Midikli D, Géziikiigiik S, Akdag A, et al.
Distribution of hepatitis C virus genotypes among intravenous drug users in the
Cukurova region of Turkey. Turkish Journal of Medical Sciences. 2016;46(1):66-71.
121.  Yetim A, Sahin M. Intravenéz Madde Bagimlis1 Genglerde Hepatit C Virusu
(HCV) Infeksiyonu: Sosyodemografik Degerlendirme ve HCV Genotip Analizi.
Klimik Dergisi. 2018;31(3).

122. Robaeys G, Bielen R, Azar DG, Razavi H, Nevens F. Global genotype
distribution of hepatitis C viral infection among people who inject drugs. Journal of
Hepatology. 2016;65(6):1094-103.

123. Rodgers MA, Gomathi S, Vallari A, Saravanan S, Lucas GM, Mehta S, et al.
Diverse HCV strains and HIV URFS identified amongst people who inject drugs in
India. Scientific Reports. 2020;10(1):7214.

124.  Wang M, Liao Q, Xu R, Song D, Huang J, You Q, et al. Hepatitis C virus 3b
strains in injection drug users in Guangdong Province, China, may have originated in
Yunnan Province. Archives of Virology. 2019;164:1761-70.

125. Bulut D, Sayar MS. The Genotype of Hepatitis C Distribution in Van and
Evaluation of the predicted Risks For Transmission. Van Medical Journal.30(4):332-
8.

126. Selek MB, Baylan O, Karagdz E, Ozyurt M. Changes in hepatitis C virus
genotype distribution in chronic hepatitis C infection patients. Indian Journal of
Medical Microbiology. 2018;36(3):416-21.

127. Oztirk AB, Dogan UB, Oztiirk NA, Ozyazwl G, Demir M, Akin MS, et al.
Hepatitis C virus genotypes in Adana and Antakya regions of Turkey. Turkish Journal
of Medical Sciences. 2014;44(4):661-5.

72



128. Kartashev V, Doring M, Nieto L, Coletta E, Kaiser R, Sierra S, et al. New
findings in HCV genotype distribution in selected West European, Russian and Israeli
regions. Journal of Clinical Virology. 2016;81:82-9.

129. Karabulut N, Alacam S, Yolcu A, Onel M, Agacfidan A. Distribution of
hepatitis C virus genotypes in Istanbul, Turkey. Indian Journal of Medical
Microbiology. 2018;36(2):192-6.

130. Chakravarti A, Dogra G, Verma V, Srivastava AP. Distribution pattern of HCV
genotypes & its association with viral load. Indian Journal of Medical Research.
2011;133(3):326-31.

131.  Yue Q-h, Zhang X-q, Shang Y, Chen Y-z, Sun W-I, Su M-q, et al. Anti-HCV
reactive volunteer blood donors distribution character and genotypes switch in Xi'an,
China. Virology Journal. 2010;7:1-7.

132. Rong X, Lu L, Wang J, Xiong H, Huang J, Chen J, et al. Correlation of viral
loads with HCV genotypes: higher levels of virus were revealed among blood donors
infected with 6a strains. PLoS One. 2012;7(12):e52467.

133. Ali A, Nisar M, Ahmad H, Saif N, Idrees M, Bajwa MAJV]. Determination of
HCV genotypes and viral loads in chronic HCV infected patients of Hazara Pakistan.
Virology Journal 2011;8:1-6.

134. Mishra BK, Yadav UN, Khatiwada S, Tamang MK, Dahal S, Li Y-P. Hepatitis
C virus genotype and its correlation with viral load in patients from Kathmandu, Nepal.
Journal of Infection in Developing Countries. 2020;14(12):1470-4.

135. Riaz S, Bashir MF, Haider S, Rahid N. Association of genotypes with viral
load and biochemical markers in HCV-infected Sindhi patients. Brazilian Journal of
Microbiology. 2016;47:980-6.

136. Pollock KG, McDonald SA, Gunson R, McLeod A, Went A, Goldberg DJ, et
al. Real-world utility of HCV core antigen as an alternative to HCV RNA testing:
Implications for viral load and genotype. Journal of Viral Hepatitis. 2020;27(10):996-
1002.

137. Kermani FR, Kafi-Abad SA, Hossein KM, Maghsudlu M, Sharifi Z,
Mansournia MA. Association of HCV genotype with viral load among Iranian blood
donors: a penalized logistic regression. Medical Journal of the Islamic Republic of
Iran. 2019;33:149.

73



138. Hadinedoushan H, Salmanroghani H, Amirbaigy MK, Akhondi-Meybodi M.
Hepatitis C virus genotypes and association with viral load in yazd, central province
of iran. Hepatitis Monthly. 2014;14(3).

139. Kiickoztas MF, Ozgiines N, Yazici S. Investigation of the relationship between
hepatitis ¢ virus (HCV) genotypes with HCV-RNA and alanine aminotransferase
levels in chronic hepatitis ¢ patients. Mikrobiyoloji Bulteni. 2010;44(1):111-5.

140. Borcak D, Cagir U, Yal¢mer AJAD. Nevsehir ilinde hepatit C viriis genotip
dagilimi ile serum alanin amino transferaz ve kantitatif serum HCV RNA diizeyleri
iligkisi. Ankem Dergisi 2015;29(1):36-40.

141. Kirsg1 O, Caliskan A, Koctiirk SA, Erdogmus P, Mustafa G. The relationship
between distribution of HCV-RNA and ALT-AST levels with genotypes of hepatitis
C virus infected patients. Viral Hepatit Dergisi. 2013;19(2).

142.  Manzoor S, Malik IR, Jahan S, Sarwar MB, Bashir A, Shams S, et al. Serum
microRNAs as predictors for HCV progression and response to treatment in pakistani
patients. Genes. 2023;14(2):441.

143.  Amr KS, Atia HAE, Elbnhawy RAE, Ezzat WM. Early diagnostic evaluation
of miR-122 and miR-224 as biomarkers for hepatocellular carcinoma. Genes Diseases.
2017;4(4):215-21.

144,  Mamdouh S, Khorshed F, Aboushousha T, Hamdy H, Diab A, Seleem M, et
al. Evaluation of mir-224, mir-215 and mir-143 as serum biomarkers for HCV
associated hepatocellular carcinoma. Asian Pacific Journal of Cancer Prevention:
2017;18(11):3167.

145.  Khairy RM, Hmmad SS, Sayed M, Ahmed HA, Esmail MAM. Serum
MicroRNAs as predictors for fibrosis progression and response to direct-acting
antivirals treatment in hepatitis C virus genotype-4 Egyptian patients. International
Journal of Clinical Practice.2021;75(4):e13954.

146. El-Ahwany E, Mourad L, Zoheiry M, Abu-Taleb H, Hassan M, Atta R, et al.
MicroRNA-122a as a non-invasive biomarker for HCV genotype 4-related
hepatocellular carcinoma in Egyptian patients. Archives of Medical Science
2019;15(6):1454-61.

147. EI-Abd NE, Fawzy NA, EI-Sheikh SM, Soliman ME. Circulating miRNA-122,

mMiRNA-199a, and miRNA-16 as biomarkers for early detection of hepatocellular

74



carcinoma in Egyptian patients with chronic hepatitis C virus infection. Molecular
Diagnosis Therapy 2015;19:213-20.

148. Jiao X, Fan Z, Chen H, He P, Li Y, Zhang Q, et al. Serum and exosomal miR-
122 and miR-199a as a biomarker to predict therapeutic efficacy of hepatitis C patients.
Journal of Medical Virology. 2017;89(9):1597-605.

149. Turchinovich A, Weiz L, Langheinz A, Burwinkel B. Characterization of
extracellular circulating microRNA. Nucleic Acids Research 2011;39(16):7223-33.
150. Lewis BP, Burge CB, Bartel DP. Conserved seed pairing, often flanked by
adenosines, indicates that thousands of human genes are microRNA targets. Cell.
2005;120(1):15-20.

151. Kerr TA, Korenblat KM, Davidson NO. MicroRNAs and liver disease.
Translational Research. 2011;157(4):241-52.

152. Jopling CL, Yi M, Lancaster AM, Lemon SM, Sarnow P. Modulation of
hepatitis C virus RNA abundance by a liver-specific MicroRNA. Science.
2005;309(5740):1577-81.

153. Bala S, Petrasek J, Mundkur S, Catalano D, Levin I, Ward J, et al. Circulating
microRNAs in exosomes indicate hepatocyte injury and inflammation in alcoholic,
drug-induced, and inflammatory liver diseases. Hepatology. 2012;56(5):1946-57.
154. Szabo G, Bala S. MicroRNAs in liver disease. Nature reviews
Gastroenterology Hepatology. 2013;10(9):542-52.

155. Cermelli S, Ruggieri A, Marrero JA, loannou GN, Beretta L. Circulating
microRNAs in patients with chronic hepatitis C and non-alcoholic fatty liver disease.
PloS One. 2011;6(8):e23937.

156. Hassuna NA, Gamil AN, Mahmoud MS, Mohamed WK, Khairy R. Circulating
microRNASs as predictors of response to sofosbuvir+ daclatasvir+ ribavirin in in HCV
genotype-4 Egyptian patients. BMC Gastroenterology. 2022;22(1):499.

157. Bala S, Tilahun Y, Taha O, Alao H, Kodys K, Catalano D, et al. Increased
microRNA-155 expression in the serum and peripheral monocytes in chronic HCV
infection. Journal of Translational Medicine. 2012;10:1-10.

158. Fan Z, Zhang Q, Chen H, He P, Li Y, Si M, et al. Circulating microRNAs as a
biomarker to predict therapy efficacy in hepatitis C patients with different genotypes.
Microbial Pathogenesis. 2017;112:320-6.

75



159. Zhou Y, Zhang P, Zheng X, Ye C, Li M, Bian P, et al. miR-155 regulates pro-
and anti-inflammatory cytokine expression in human monocytes during chronic
hepatitis C virus infection. Annals of Translational Medicine. 2021;9(21).

160. Zhang Y, Wei W, Cheng N, Wang K, Li B, Jiang X, et al. Hepatitis C virus-
induced up-regulation of microRNA-155 promotes hepatocarcinogenesis by activating
Whnt signaling. Hepatology. 2012;56(5):1631-40.

161. Ashmawy AM, Elgeshy KM, Salam E-STA, Ghareeb M, Kobaisi MH, Amin
HAA, et al. Crosstalk between liver-related microRNAs and Wnt/B-catenin pathway
in hepatocellular carcinoma patients. Arab Journal of Gastroenterology.
2017;18(3):144-50.

162. EI-Guendy NM, Helwa R, El-Halawany MS, Abdel Rahman Ali S, Tantawy
Aly M, Hasan Alieldin N, et al. The liver microRNA expression profiles associated
with chronic hepatitis C virus (HCV) genotype-4 infection: A preliminary study.
Hepatitis Monthly. 2016;16(4):e33881.

163. Chen Y, Chen J, Wang H, Shi J, Wu K, Liu S, et al. HCV-induced miR-21
contributes to evasion of host immune system by targeting MyD88 and IRAK1. PLoS
Pathogens. 2013;9(4):e1003248.

164. Bihrer V, Waidmann O, Friedrich-Rust M, Forestier N, Susser S, Haupenthal
J, et al. Serum microRNA-21 as marker for necroinflammation in hepatitis C patients
with and without hepatocellular carcinoma. PloS One. 2011;6(10):26971.

165. Nasser MZ, Zayed NA, Mohamed AM, Attia D, Esmat G, Khairy A.
Circulating microRNAs (miR-21, miR-223, miR-885-5p) along the clinical spectrum
of HCV-related chronic liver disease in Egyptian patients. Arab Journal of
Gastroenterology. 2019;20(4):198-204.

166. Jin X, Zhang Y, Wang H, Zhang Y. Expression and Clinical Values of Serum
miR-155 and miR-224 in Chinese Patients with HCV Infection. International Journal
of General Medicine. 2022;15:1393-403

167. Ezzat W, Amr K, Tawfeek S, Elbatae H, Bayomi E, Heiba A, et al. Serum
MicroRNA profiles in chronic hepatitis C Egyptian patients before and after combined
sofosbuvir and daclatasvir treatment. BMC Infectious Diseases 2024 Jan;9: 24-67.

76



