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ÖZ

Kronik hepatit C (KHC) tedavisinde doğrudan etkili antiviral ajanlar (DAA)’dan NS3 proteaz 
inhibitörleri (PI), kullanıma giren ilk ilaç sınıfıdır. Genetik bariyeri düşük olan NS3 inhibitörleri, KHC’nin 
genotip 1 enfeksiyonlarında, siroz dahil kompanze karaciğer hastalığı tedavisinde, pegile interferon ve 
ribavirin ile birlikte kullanılmak üzere ülkemizde onaylanmış bulunmaktadır. Buna bağlı olarak, KHC’nin 
DAA tedavisinde ilaç direnç gelişimi önemli bir problem olarak karşımıza çıkmaktadır. NS3 dirençli 
varyantlar doğal olarak da meydana gelebileceğinden tedavi öncesinde saptanabilirler. Bu çalışmada, 
KHC’li hastalardan izole edilen hepatit C virusu (HCV)’nda, DAA tedavisi  öncesinde yeni ve eski nesil 
NS3 inhibitörü ilaç direnci mutasyonlarının varlığını araştırmak amaçlanmıştır. 2015 yılında, Manisa ve 
Kocaeli şehirlerinden sağlanan HCV RNA pozitif ve DAA  tedavisine ilk kez başlanan 97 hasta çalışmaya  
alınmıştır. HCV RNA, manyetik parçacık tabanlı izolasyon yöntemleri (QIAsypmhony-Qiagen, Hilden, 
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Almanya ve COBAS Ampliprep-Roche Molecular Systems, Inc. Pleasanton, CA, ABD) ile, HCV RNA tayini 
ve kantitasyonu gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yöntemleri (Artus HCV QS-RGQ-
QiagenHilden, Almanya ve COBAS TaqMan HCV-Roche Molecular Systems, Inc. Pleasanton, CA, ABD) 
ile üretici firmaların önerileri doğrultusunda yapılmıştır. HCV NS3 genom bölgesi gerçek zamanlı PCR 
ile çoğaltılmış ve viral popülasyonun sekanslanması tekniği ile NS3 proteaz kodonları (kodon 32-185) 
ilaç direnci mutasyonları yönünden incelenmiştir. HCV genotip/alttip ve NS3 proteaz inhibitörlerinden 
asunaprevir, boseprevir, faldaprevir, grazoprevir, pariteprevir, simeprevir ve telaprevire dirençten sorumlu 
mutasyonlar Genafor/Arevir-geno2pheno programı kullanılarak belirlenmiştir. HCV, tüm hastalarda 
genotiplendirilmiş ve 88 hastada (n= 88/97, %91) genotip 1 bulunmuştur. HCV, genotip 1 saptanan 
hastalarda subtiplendirilmiş ve hastaların 8 (n= 8/97, %8.2)’inde 1a, 80 (n= 80/97, %82.4)’inde 1b 
genotipleri tanımlanmıştır. Çalışma grubunda toplam 39/88 (%44) hastada çeşitli aminoasit değişimleri 
ve direnç mutasyonları saptanmıştır. Q80L, S122C/N, S138W potansiyel aminoasit değişimi (6/88 
hastada; %7) olarak tanımlanırken, R109K, R117C, S122G, I132V, I170V, N174S potansiyel dirençli 
(34/88 hastada; %39), V36L, T54S, V55A, Q80H dirençli (7/88 hastada; %8) ve Q80K, A156S yüksek 
dirençli (3/88 hastada; %3) mutasyon olarak tanımlanmıştır. Dirençli ve yüksek dirençli mutasyonlar esas 
alındığında 10/88 (%11) hastada klinik önemi yüksek mutasyonlar tanımlanmıştır. Çalışmamızda elde 
ettiğimiz veriler, KHC’li hastaların DAA tedavilerinde, tedavi öncesi HCV NS3 PI ilaç direnci analizinin 
gerekli olduğunu göstermektedir. Öte yandan, bulgularımız yakın gelecekte NS5A ve NS5B genom bölge 
mutasyonlarının analizinin de gerekli olabileceğini işaret etmektedir.

Anahtar sözcükler: Kronik hepatit C; HCV dizi analizi; genotip/subgenotip; ilaç direnci; mutasyon.

ABSTRACT

Direct-acting antiviral agents (DAA) such as NS3 protease inhibitors is the first class of drugs used for 
chronic hepatitis C (CHC) treatment. NS3 inhibitors (PI) with low genetic barrier have been approved to 
be used in the CHC genotype 1 infections, and in the treatment of compensated liver disease including 
cirrhosis together with pegile interferon and ribavirin. Consequently, the development of drug resistance 
during DAA treatment of CHC is a major problem. NS3 resistant variants can be detected before treat-
ment as they can occurnaturally. The aim of this study was to investigate new and old generation NS3 
inhibitors resistance mutations before DAA treatment in hepatitis C virus (HCV) that were isolated from 
CHC. The present study was conducted in 2015 and included 97 naive DAA patients infected with HCV 
genotype 1, who were diagnosed in Manisa and Kocaeli cities of Turkey. Magnetic particle based HCV 
RNA extraction and than RNA detection and quantification were performed using commercial real-time 
PCR assay QIASypmhony + Rotorgene Q/ArtusHCV QS-RGQ and COBAS Ampliprep/COBAS TaqMan 
HCV Tests. HCV NS3 viral protease genome region was amplified with PCR and mutation analysis was 
performed by Sanger dideoxy sequencing technique of NS3 protease codons (codon 32-185). HCV NS3 
protease inhibitors; asunaprevir, boceprevir, faldaprevir, grazoprevir, pariteprevir, simeprevir and telap-
revir were analysed for resistant mutations by Geno2pheno-HCV resistance tool. HCV was genotyped in 
all patients and 88 patients (n= 88/97, 91%) had genotype 1. Eight (n= 8/97, 8.2%) and 80 (n= 80/97, 
82.4%) HCC patients were subgenotyped as 1a and 1b, respectively. Many aminoacid substitutions and 
resistance mutations were determined in 39/88 (44%) patients in the study group. Q80L, S122C/N, 
S138W were defined as potential substitutions (6/88 patients; 7%); R109K, R117C, S122G, I132V, I170V, 
N174S were described as potential resistance (34/88 patients; 39%); V36L, T54S, V55A, Q80H were 
characterized as resistance (7/88 patients; 8%) and Q80K, A156S were defined as high resistance (3/88 
patients; 3%) mutations. Based on resistance and high resistance mutations, clinically significant muta-
tions were defined in 10/88 (11%) of the patients. Our study shows that it is essential to analyse HCV 
NS3 protease inhibitors drug resistance before DAA treatment of CHC patients. On the other hand, our 
results pointed out that analysis of NS5A and NS5B genome region mutations may also be required in 
the near future.

Keywords: Chronic hepatitis C; HCV sequence analysis; genotype/subtype; drug resistance; mutation. 
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GİRİŞ

Hepatit C virusu (HCV) 9.6 kb büyüklüğünde tek iplikli bir RNA virusudur1. Yüksek 
replikasyon kapasitesine sahiptir (1010-12 virion/gün) ve virusun ters transkriptaz enzi-
minin hata düzeltme yeteneği bulunmamaktadır2,3. Yedi ayrı HCV genotipi ve 90’dan 
fazla alttipi bulunmaktadır4. Global dağılımına bakıldığında HCV genotip 1, 2 ve 3 en sık 
karşılaşılan genotiplerdir. Ülkemizde ise genotip 1 en fazla görülmektedir5.

Kronik hepatit C (KHC) enfeksiyonunda pegile interferon (PEG-IFN) ve ribavirin 
(RBV) mevcut standart tedaviyi oluşturmaktadır. Bu tedavilerin başarısı sınırlıdır ve hasta 
yönetimi ilaçların önemli yan etkileri nedeniyle oldukça zor olmaktadır6. Son yıllarda, 
doğrudan etkili antiviral ajanlar (DAA)’ın ortaya çıkmasıyla KHC’nin tedavisinde yeni 
bir dönem başlamış bulunmaktadır. HCV’nin oluşturduğu enfeksiyonun, konak hücre 
genomuna entegre olmaması nedeniyle tedavide kalıcı viral yanıt (KVY) başarısının elde 
edilmesi mümkün görünmektedir2.

HCV replikasyonu için gerekli yapısal olmayan proteinlerden NS3/4A serin proteaz, 
NS5Ave NS5B polimerazlar DAA için ilaç hedef bölgeleridir7,8. NS3 proteaz inhibitörleri 
(PI)’inden telaprevir (TVR) ve boseprevir (BOC)’in HCV genotip 1 enfeksiyonunda PEG-
IFN ve RBV ile kombine kullanılmak üzere 2011 yılında onay alan ilk DAA ilaçlarındandır. 
İlk nesil NS3 PI ilaçlarının önemli yan etkilere yol açması ve bunun hasta uyumunu 
zorlaştırması nedeniyle tanı-tedavi rehberlerine ikinci nesil NS3 PI tedavileri (simeprevir, 
asunaprevir, grazoprevir, paritaprevir) girmiş bulunmaktadır9.

Ülkemizde, yapılan çalışmalarda anti-HCV pozitiflik oranı %0.1-0.9 arasında bulun-
muştur10,11. HCV NS3 PI grubu ilaçlardan TVR ve BOC, 2013 yılından beri kullanım-
da bulunmaktadır. İkinci nesil NS3 PI grubu ilaçların kullanıma girmesi beklenmektedir. 
KHC’nin DAA tedavilerinde kullanılan antiviral ilaçlar hakkında ülke verilerimiz yeterince 
mevcut değildir. 

Bu çalışmanın amacı, KHC’nin genotip 1 enfeksiyonlarında, NS3 PI tedavileri öncesin-
de ilaç direnci analizinin gerekli olup olmadığını ortaya çıkarmaktır. 

GEREÇ ve YÖNTEM

Hastalar ve Örnekler

Çalışma grubu, 2015 yılında, Manisa ve Kocaeli şehirlerinden sağlanan HCV RNA 
pozitif ve DAA tedavisine ilk kez başlanan 97 hastadan oluşturuldu. Hastaların klinik ve 
laboratuvar özellikleri Tablo I’de verilmektedir. 

Çalışma, Manisa Celal Bayar Üniversitesi Bilimsel Araştırmalar Değerlendirme Etik 
Kurulu onayı (Karar No: 20478486-121/05032015DÜ/2013/16-88) ile gerçekleştirildi.

Avrupa Birliği’nin Karaciğer Klinik Uygulamaları Yönergelerine göre kronik hepatit 
taşıyıcısı olarak kategorize edilen hastaların K2 EDTA’lı kan örnekleri bekletilmeden 
santrifüj edildi ve plazma örnekleri çalışılmak üzere -80°C’de saklandı9. 
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HCV RNA İzolasyonu ve Tayini

HCV RNA, manyetik parçacık tabanlı izolasyon yöntemleri (QIAsypmhony -Qiagen, 
Hilden, Almanya ve COBAS Ampliprep-Roche Molecular Systems, Inc. Pleasanton, CA, 
ABD) ile, HCV RNA tayini ve kantitasyonu gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu 
(PCR) yöntemleri (Artus HCV QS-RGQ-QiagenHilden, Almanya ve COBAS TaqMan 
HCV-Roche Molecular Systems, Inc. Pleasanton, CA, ABD) ile üretici firmanın önerileri 
doğrultusunda yapıldı. 

HCV NS3 Dizi Analizi 

HCV proteaz bölge kodon (kodon 32-185) dizileri, Sanger dizi analizi tekniği ile 
belirlendi (Bosphore HCV ilaç direnci mutasyonu dizileme kiti v1.0-Anatolia Geneworks, 
İstanbul, Türkiye). Gerçek zamanlı, revers transkriptaz PCR (RT-PCR) ve dizileme 
protokolleri üretici firmanın talimatları doğrultusunda gerçekleştirildi. PCR ürünleri 
“Bosphore PCR Product Purification Spin Kit (Anatolia Geneworks, Istanbul, Türkiye)” 
kullanılarak saflaştırıldı ve dizileme “Beckman  Coulter  CEQ 8000 Genetic Analysis 
System&CEQ 8000 Genetic Analysis System Version 9 software (Beckman CoulterInc., 
Brea, CA, ABD)” aracılığıyla gerçekleştirildi.

HCV genotip/alttip ve NS3 PI’lardan asunaprevir, boseprevir, faldaprevir, grazop-
revir, pariteprevir, simeprevir ve telaprevirin dirençle ilişkili aminoasit değişiklikleri 
Geno2pheno-HCV programı kullanılarak belirlendi (Center of Advanced European Stu-
dies and Research, Bonn, Almanya, http://hcv.geno2pheno.org/index.php)12. Şekil 1’de 
HCV NS3 inhibitörlerinin dirençle ilişkili mutasyonları referans dizi (HCV tip 1b; M58335) 
ile birlikte gösterildi. Ayrıca, HCV NS3 viral proteaz bölge kodonları, dirençle ilişkili mu-
tasyonlar yönünden elektroferogramların manuel olarak incelenmesi ile doğrulandı.

BULGULAR 

Çalışma grubu 51’i kadın, 46’sı erkek toplam 97 hastadan oluşmuştur. Hastaların yaş 
ortalaması 52, HCV RNA yükü ortalaması 8.72 + E6 IU/ml, ALT/AST ortalaması 53/44 U/L 
olarak saptanmıştır (Tablo I). İzole edilen tüm HCV RNA’ları genotiplendirilmiş ve buna 
göre 88 (%91) hastada genotip 1 tanımlanmıştır. HCV, bu hastaların 8 (%8.2)’inde 1a, 
80 (%82.4)’inde 1b olarak subtiplendirilmiştir (Tablo I). Hastalarda tanımlanan genotip 
2, 3 ve 4 NS3 ilaç direnci analiz çalışmasında kapsam dışı bırakılmıştır.

Çalışma grubunda toplam 39/88 (%44) hastada çeşitli aminoasit değişiklikleri ve di-
renç mutasyonları saptanmıştır. Q80L, S122C/N, S138W; potansiyel aminoasit değişik-
likleri (6/88 hastada; %7) olarak tanımlanırken, R109K, R117C, S122G, I132V, I170V, 
N174S potansiyel dirençli (34/88 hastada; %39), V36L, T54S, V55A, Q80H dirençli 
(7/88 hastada; %8) ve Q80K, A156S yüksek dirençli (3/88 hastada; %3) mutasyon ola-
rak tanımlanmıştır. Dirençli ve yüksek dirençli mutasyonlar esas alındığında 10/88 (%11) 
hastada klinik önemi yüksek mutasyonlar tanımlanmıştır. Saptanan tüm aminoasit deği-
şiklikleri ve direnç mutasyonları Tablo II’de gösterilmiştir.

Q80K mutasyonu, çalışma grubunda yer alan alttip 1b ile enfekte hastaların hiçbirinde 
saptanmazken, tip 1a ile enfekte hastaların sadece 2/8 (%25)’inde saptanmıştır.
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TARTIŞMA

Türkiye’de KHC’li hastalarda, NS3 proteaz inhibitörü ile ilişkili ilaç direnci mutasyonları 
görülmektedir. Bulgularımız klinik önemi yüksek olan V36L, T54S, V55A, Q80H/K ve 
A156T mutasyonlarının tedavi öncesinde %10 oranında bulunabildiğini göstermektedir. 
Bu nedenle, KHC’nin NS3 inhibitörü ile tedavisi öncesinde rasyonel hasta yönetimi için 
NS3 inhibitörü ilaç direnci analizi gerekli olabilir. 

Şekil 1. Referans HCV suşunun (GenBank: AF009606.1) NS3 proteaz bölge aminoasit pozisyonlarına göre 
hastalarda (n= 39) saptanan dirençle ilişkili aminoasit pozisyonlarının gösterilmesi. Hizalama, MutExt hizala-
ma proramında (http://www.schuelter-gm.de/download.html) Smith-Waterman ve Needleman-Wunsch 
analiz tekniğine göre yapılmıştır. (devamı).
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Yapılan çalışmalara göre, dünyada DAA tedavileri öncesinde %4-28 oranında telaprevir 
dirençli mutasyonların (V36L, T54A/S, V55A, Q80K/R, R155I/K/M/T, A156S, D168Q ve 
V170T) saptandığı bildirilmektedir13-16. Kuntzen ve arkadaşlarının yaptığı bir çalışmada 
Amerika ve Avrupa popülasyonunda HCV genotip 1 ile enfekte olup tedavi alan naif 
hastalarda DAA dirençli varyantların oranı %8.6 olarak bulunmuştur17. Türkiye’de NS3 
PI ilaç direnci analizi ilk olarak Türk Klinik Mikrobiyoloji ve İnfeksiyon Hastalıkları Derneği 
(KLİMİK) Viral Hepatit Çalışma Grubu’nun 2013 yılında ulusal düzeyde yaptığı sürveyans 
çalışmalarında ele alınmıştır. Henüz yayınlanmamış olan Klimik sürveyansına göre telaprevir, 
boseprevir, simeprevir, faldaprevir direnci mutasyonları sırasıyla %15, %14, %6 ve %7 
olarak tanımlanmaktadır18.

Tablo I. Hepatit C Virusu ile İnfekte Hasta Grubunun Demografik ve Laboratuvar Özellikleri

Karakteristik özellikler Hasta grubu

Hastalar, n 97

Cinsiyet, K/E, n (%) 51 (%53)/46 (%47)

Yaş, ortalama yıl (yaş aralığı) 52 (21-75)

HCV RNA, ortalama IU/ml

 (HCV RNA aralığı) 8.72 + E6 (2.1 + E3-1.97 + E8)

ALT/AST, ortalama U/L 53 (10-107)/44 (18-89)

HCV genotip, n (%)

1a 8 (8) 

1b 80 (83)

2 2 (2)

3 4 (4)

4 3 (3)

K: Kadın, E: Erkek, HCV: Hepatit C virusu, ALT: Alanin aminotransferaz, AST: Aspartat aminotransferaz.

Tablo II. Genotip 1 ile İnfekte Kronik Hepatit C Hastalarında NS3 İnhibitörleri Direnç Mutasyonları (n= 88)

İlaç 
grubu

Hasta, 
n (%) Direnç paterni

Mutasyon 
paterni

Direnç 
katsayısıa Direnç durumu

6 (7) Potansiyel aminoasit 
değişikliklerib

Q80L, S122C/N, 
S138W

- -

NS3 34 
(39)

Olası direnç R109K, R117C, 
S122G, I132V, 
I170V, N174S

0.5-2.1 Telaprevir, boseprevir, 
simeprevirolası dirençli

7 (8) Dirençli V36L, T54S, 
V55A, Q80H

1.6-8.5 Telaprevir, boseprevir, 
simeprevir dirençli

3 (3) Yüksek dirençli 80K, A156S 14-24 Telaprevir, boseprevir, 
simeprevir, faldaprevir
yüksek dirençli

a	 Direnç katsayısı; fenotipik direnç analizi yönteminde, IC50 değerinin hesap ortalaması ile elde edilen bir yaklaşımıdır. 
Mutasyonlarla oluşan ilaç direnci hakkında kantitatif bir fikir vermektedir.

b 	Potansiyel aminoasit değişikliği; tanımlanan mutasyonların bilinen klinik etkilerinin olmaması ancak bulundukları 
	 pozisyonda klinik yansımalarının potansiyel olarak bulunmasıdır.
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Ülkemizde HCV NS3 inhibitörleri ilaç direnci ile ilgili yeterli veri bulunmamaktadır. 
Ertem ve arkadaşlarının19 yaptığı bir çalışmada, PEG-IFN ve RBV tedavisine yanıtsız olan 
ve telaprevirli kombinasyon tedavisinin 12. haftasında viral “rebound” gelişen bir kronik 
hepatit C olgusu sunulmuştur. Söz konusu çalışmada yapılan HCV NS3 direnç analiziyle 
T54S, Q80L A156T ve N174S mutasyonları ile paritaprevire duyarlı, telaprevir, boseprevir 
ve simeprevire dirençli sonuçlar saptanmıştır19. Yine PI ilaç direnci mutasyonlarıyla ilgili 
güncel bir çalışmada, antiviral tedavi almamış hepatit C genotip 1 ile enfekte hastalarda 
sırasıyla en sıklıkla tanımlanan T54S ve R109K mutasyonlarına bağlı olarak telaprevir, 
boseprevir, simeprevir ve faldaprevire direnç saptanmıştır20. Çalışmamızda, Türkiye’de 
ilk kez NS3 PI ilaç grubunda yer alan yeni ajanlardan asunaprevir ve grazoprevir de 
değerlendirilmiş ve bu DAA ajanlarına dirençli herhangi bir mutasyon saptanmamıştır. 

HCV alttip 1a enfeksiyonlarının simeprevir ile tedavisinde Q80K mutasyonunun tedavi 
öncesinde bulunması durumunda tedaviye hiç başlanmaması önerilmektedir21,22. Yapılan 
çalışmalarda, HCV alttip 1a ile enfekte hastalarda Q80K mutasyon yaygınlığı %22-
30, alttip 1b ile infekte hastalarda ise %0.5-1 olarak bildirilmektedir21,22. Bulgularımız, 
alttip 1a olgularının %25’inde Q80K mutasyonunun bulunduğunu, alttip 1b ile enfekte 
hastalarda ise bulunmadığını göstermektedir. Simeprevirin yakın zamanda ülkemizde de 
kullanıma girmesi beklenmektedir. HCV alttip 1a ile enfekte KHC’li hastaların simeprevir 
ile tedavileri öncesinde Q80K polimorfizminin araştırılması yararlı olacaktır.

Sonuç olarak, KHC’nin NS3 PI grubu ilaçlarla tedavileri öncesinde NS3 ilaç direnci 
mutasyon analizlerinin yapılması rasyonel bir hasta yönetimi için faydalı olabileceği 
kanısına varılmıştır. Öte yandan, benzer çalışmaların, kullanıma girmesi beklenen HCV 
NS5A ve NS5B inhibitörleri için de yapılmasının yararlı olabileceği düşünülmüştür.
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