
232

Hepatit	C	Virusu	Genotip	Dağılımı	ve	5’	UTR	Nükleotid	Değişiklikleri

1Gaziantep Üniversitesi Tıp Fakültesi, Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı, Gaziantep, Turkey
2Gaziantep Üniversitesi Tıp Fakültesi, Gastroenteroloji Bilim Dalı, Gaziantep, Turkey

Genotype Distribution and 5’ UTR Nucleotide Changes in Hepatitis C Virus
Tekin Karslıgil1, Eda Savaş1, M. Cemil Savaş2

Original Article

ÖZET

Amaç: HCV, tek zincirli 9500 nükleotid uzunluğunda bir RNA virus-
dür. Genomun 3’ ve 5’ uçlarında oldukça korunmuş ve farklı HCV tipleri 
arasında %92 oranında homoloji gösteren iki adet translasyona uğramayan 
bölge (untranslated region=UTR) bulunmaktadır. 5’UTR bölgesi genotip 
saptanmasında kullanılmaktadır. Çalışmada genotip ve bu bölgedeki nük-
leik asid değişiklikleri araştırılmıştır.

Gereç ve Yöntemler: HCV tanısı almış 51 hastanın serumunda HCV RNA 
ekstraksiyonu ve pürifikasyonu yapılmıştır. Genomun 5’ucundaki 341 
nükleotid uzunluğundaki UTR bölgesinin sekans analizi yapılmış ve HCV 
genotipleri saptanmıştır. On-line BLAST programı kullanılarak elde edilen 
dizilerdeki nükleotid değişiklikleri araştırılmıştır.

Bulgular: Ellibir hastanın 45’inde (%88.2) genotip 1 (tüm genotiplerin 
%78.4’ü 1b, %9.8’i 1a) saptanmıştır. Dizilerin 41’inde (%80.4) nükleik asit 
değişiklikleri belirlenmiştir. Bu değişiklikler genellikle 84. kodonda inser-
siyon, 43. ve 46. kodonlarda delesyon, 15., 17. ve 18. kodonlarda trans-
versiyon, 62. kodonda ise transisyon şeklinde görülmektedir. Nükleik asit 
değişiklikleri ile viral yük arasında anlamlı bir ilişki bulunmamıştır.

Sonuç: 5’UTR bölgesi korunmuş bölge olmasına rağmen bu bölgede 
mutasyonlar görülebilmektedir ve bu mutasyonlar genotipi, viral yükü ve 
tedavi cevabını etkileyebilir. Bu nedenle geniş serilerde ileri araştırmalara 
gereksinim vardır.
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ABSTRACT

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

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

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

Conclusion: Although the 5’UTR region is a protected region, mutation 
can be observed, and the mutations may affect the genotype, viral load 
and treatment response. Therefore, further investigation is required in a 
large series.
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Giriş
 
Hepatit C Virüs (HCV) enfeksiyonu, kronik hepatit, kara-

ciğer sirozu ve karaciğer kanserine yol açabilen önemli bir 
sağlık sorunudur. Dünyada 130-170 milyon kişinin hepatit C 
virusu (HCV) ile infekte olduğu ve prevalansın yaklaşık %2.2-3 
arasında olduğu tahmin edilmektedir (1). Ülkemiz dünya ha-
ritasında prevalansı %1-1.9 arasında olan ülkeler içinde yer 
almaktadır (2).

Hepatit C Virüsü, Hepacivirüsler genusunda Flaviviridae ai-
lesinde yaklaşık 40-50 nm çapında, dışta lipid zarf taşıyan bir 
virüstür (3, 4). HCV’nin genomu tek zincirli pozitif sens bir RNA 
molekülüdür. Yaklaşık 9500 baz uzunluğundadır ve tek bir pro-
tein kodlayıcı bölge, open reading frame (ORF) içerir. ORF ge-

nomun büyük bir kısmını kapsamaktadır ve yaklaşık 3010 ami-
noasit uzunluğunda bir poliproteini kodlar. HCV genomunun 
her iki ucunda (5’ ve 3’) ise ürüne dönüşmeyen (untranslated 
region, 5’UTR, 3’UTR) bölgeler bulunmaktadır (3, 5).

Hepatit C viruslarında görülen yüksek mutasyon potansi-
yeli sayesinde fenotip kısa sürede değişebilir. Bunun biyolojik 
etkileri, konak savunmasından kaçan mutasyonların oluşması, 
hücre tropizminde ve virulansta değişiklik ve antiviral ajanlara 
direnç şeklinde olabilir. Virus-konak ilişkilerinde etkili olabile-
cek genotipler ve mutasyonlar hakkında daha detaylı bilgile-
rin elde edilebilmesi için ileri moleküler ve klinik çalışmalara 
ihtiyaç bulunmaktadır (3).

HCV genomunun 5’ UTR bölgesi HCV suşları arasında çok 
yüksek düzeyde homoloji gösteren ve nispeten korunmuş 
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bir bölge olup halen kullanılan rutin tanı kitlerinin çoğunda 
hedef bölge olarak kabul edilmektedir. 5’ UTR bölgesi, viral 
genomun ökaryotik ribozomun 40S alt ünitesine bağlanarak 
translasyonunu sağlayan bir bölgedir. HCV genomunun 5’ UTR 
bölgesinde bu bağlanmayı sağlayan kısım “internal ribosomal 
entry site (IRES)” olarak adlandırılmakta ve başlangıçtaki 29 
nükleotid hariç, 5’ UTR’nin tamamı bu işlevde yer almaktadır. 
Buna karşılık ilk 23 nükleotidin, translasyonu baskılayıcı rolü ol-
duğu sanılmakta ve bu bölgenin gelecekte antivirallere uygun 
bir hedef oluşturabileceği düşünülmektedir (6). 

Genotip ve mutasyonlar kronik hepatit C’li hastaların klinik 
gidişini etkilemekte ve interferon tedavisine cevabı etkileyen 
en önemli parametreleri oluşturmaktadırlar. 5’ UTR bölgesin-
deki sınırlı mutasyonların da genotip üzerine ve virüsün ribo-
zoma bağlanmasına, dolayısıyla viral yüke etkisi bulunabilir. 
Çalışmada HCV kaynaklı kronik hepatitli hastalarda genotip 
dağılımının saptanması ve 5’ UTR bölgesinde olabilecek nük-
leotid değişikliklerinin araştırılması planlanmıştır.

Gereç ve Yöntem

Gaziantep Üniversitesi Tıp Fakültesi Gastroenteroloji bö-
lümüne başvurarak anti HCV ve HCV PCR larının pozitif ol-
ması nedeniyle HCV enfeksiyonu tanısı almış yaş ortalaması 
50.0±8.6 olan 26’sı kadın 25’i erkek olmak üzere toplam 51 
hasta çalışmaya alındı. Hastaların HCV genotipleri belirlenerek 
5’ UTR bölgesi nükleotid değişiklikleri araştırıldı.

Her hastadan 10 ml periferal venöz kan örneği alınarak 
serumları ayrıldı ve çalışılıncaya kadar -20ºC’de saklandı. Ör-
neklerdeki RNA’lar, HCV RNA Ekstraksiyon kiti (Invisorb® 
INSTANT Spin DNA/RNA Virus Mini Kit, INVITEC, Germany) 
kullanılarak ve üretici firmanın önerileri doğrultusunda elde 
edildi. Her RNA örneği, istenilen dizinin amplifikasyonunu 
sağlayacak primer seti ile (Invisorb Spin PCRapid, Invitec, 
Germany) çoğaltıldı. ABI 310 Genetik Analizör (Applera Corp. 
US) kullanılarak HCV genotipleri saptandı. Genotiplendirme 
ve sekans çalışması için önce Invisorb Spin PCRapid Kiti kul-
lanılırak (Invitec, Germany) PCR ürünü pürifiye edildi. The Big 
Dye Terminatör v3.1Cycle Sequencıng Kit ile PCR hazırlandı. 
Cycle Sequencıng aşamasında Forward (P14) ve Reverse(P12) 
primerleri kullanıldı. NaAc ile tekrar pürifikasyonu takiben ABI 
310 cihazında sonuçlar elde edildi. Genotiplendirme, bilgisa-
yarda MEGA programı kullanılarak yapıldı ve 250-300 bazlık 
dizilerin mevcut dizilerle karşılaştırılması sonucu genotipler 
belirlendi (Şekil 1). Nükleotid analizi, elde edilen dizilerin HCV 
sequence database internet sitesindeki HCV BLAST SEARCH 
programı kullanılarak yapıldı (Şekil 2). Nükleik asit değişiklikleri 
üçlü kodonlar halinde araştırıldı ve İnsersiyon, delesyon, tran-
sisyon, transversiyon şeklinde değerlendirildi. (http://hcv.lanl.
gov./content/hcv-db/BASIC_BLAST/basic_blast.html)

İstatistiksel değerlendirmelerde SPSS 11.0 programı ile 
Student t testi uygulandı. p<0.05 değeri istatiksel olarak an-
lamlı kabul edildi.

Bulgular
 
Genotipleme yapılan 51 hastanın 45’inde (%88.2) genotip 

1 saptandı (Tablo 1). BLAST programına yüklenen dizilerde 

41 olguda (%80.4) nükleik asit değişiklikleri saptandı. Dizilerin 
20’sinde insersiyon, 16’sında delesyon, 14’ünde transversiyon, 
17’sinde transisyon tipi nükleik asid değişikliği saptandı. Nükleik 
asit değişiklikleri genellikle 84. kodonda insersiyon, 43. ve 46. 
kodonlarda delesyon, 15., 17. ve 18. kodonlarda transversiyon, 
62. kodonda ise transisyon şeklinde saptandı (Tablo 2). Nükleik 
asit değişikliği saptananlarla saptanmayanlar arasında viral yük 
araştırıldığında anlamlı bir ilişki görülmedi (p>0.05) (Tablo 3).

Tartışma
 
HCV genotip dağılımı dünya üzerinde coğrafik bölgelere 

göre farklılık göstermektedir. Bazı HCV genotipleri tüm dün-
yada yaygın olarak bulunurken bazı tipler belirli bölgelerde 
daha sık görülmektedir. Kuzey ve Güney Amerika, Avrupa ve 

Genotip Hasta (n=51) %

1a 5 9.8

1b 40 78.4

2a 4 7.8

3a 1 2

4c 1 2

Tablo 1. HCV infeksiyonlu hastalarda genotip dağılımı

Şekil 1. Mega programında 35. hastanın genotiplemesi

<Unknown>

AF021902-type1b

0.01

ANTEP35
AF059154-type4a
AF021904-type1a
AF055302-type1a
L29585-type5
AF057148-type2b
AJ006318-type3a
AF056630-type2a

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24

#Mega

Title HCV Genotip

#AF021902-type-1b
#AF021904-type-1a
#AF055302-type-1a
#AF056630-type-2a

#AF057148-type-2b
#AJ006318-type-3a
#AF057154-type-4a
#L29585-type-5
#ANTEP35

cgcagaaagcgtctagccatggcgttagtatgagtgtcgtgcagcctccaggaccccccctcccgggagagccatagtggtctgcggaaccggtgagtacaccggaatt
cgcagaaagcgtctagccatggcgttagtatgagtgtcgtgcagcctccaggaccccccctcccgggagagccatagtggtctgcggaaccggtgagtacaccggaatt

cgcggaaagcgcctagccatggcgttagtacgagtgtcgtgcagcctccaggaccccccctcccgggagagccatagtggtctgcggaaccggtgagtacaccggaatc
cgcagaaagcgtctagccatggcgttagtatgagtgtcgtgcagcctccaggaccccccctcccgcgagagc-atagtggtctgcggaaccggtgagtacaccggaatt
cgcagaaagcgtctagccatggcgttagtatgagtgtcgaacagcctccaggaccccccctcccgggagagccatagtggtctgcggaaccggtgagtacaccggaatt
-------------------------TAGtATGAGTGtCGTGcAGcCTCCaGG-cCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATT

cgcagaaagcgtctagccatggcgttagtatgagtgtcgtgcagcctccaggaccccccctcccgggagagccatagtggtctgcggaaccggtgagtacaccggaatt

cgcagaaagcgtctagccatggcgttagtatgagtgtcgagcagcctccagcaccccccctccccggagag-catagtggtctgcggaaccggtgagtacaccggaata
cgcagaaagcgtctagccatggcgttagtatgagtgtcgtacagcctccaggcccccccctcccgcgagagc-atagtggtctgcggaaccggtgagtacaccggaatt

Şekil 2. Blast Programında nükleotid analiz sonucu

noncoding region (patient 1, 1989, clone 2).

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

Query: 9

Query: 69

Query: 129

Query: 189 222

217

188

157

128

97

68

251

Sbjct: 38

Sbjct: 98

Sbjct: 158

Sbjct: 218

gtntnctganagctctcngaccccccctcccgggagagccatagtggtctgcggaaccgg

gtgtcgtgcagcctccaggaccccccctcccgggagagccatagtggtctgcggaaccgg

tgagtacaccggaattgccaggacgaccgggtcctttcttggattaacccgctcaatgcc

tgagtacaccggaattgccaggacgaccgggtcctttcttggattaacccgctcaatgcc

tggagatttgggcgtgcccccgcgagactgctagccgagtagtgttgggtcgcgaaaggc

tggagatttgggcgtgcccccgcgagactgctagccgagtagtgttgggtcgcgaaaggc

cttgtggtactgcctgatagggtgctcgagagtg

cttgtggtactgcctgatagggtgctcgagagtg

length = 251

Z84257  HCV  I  PATIENT 1-1989-2  I  seid  14590  I  1b I GB  I  1989  I  Hepatitis C virus 5’
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Hasta İnsersiyon Delesyon Transversiyon Transisyon
1 81. kodon   62. kodon
2   15., 17., 18. kodon 18. kodon
3 84. kodon   47. ,62. kodon
4  8. kodon 7. kodon 
5 84. kodon   62. kodon
6 84. kodon   62. kodon
7 84. kodon   62. kodon
8 66. kodon  10. kodon 
9 Mutasyon yok   
10   26., 32., 48. kodon  
11 Mutasyon yok    
12 52. kodon 17. kodon  
13 25. kodon   4. kodon 
14 84. kodon     62. kodon
15 Mutasyon yok      
16   8. kodon 7. kodon  
17     15., 17. ,18. kodon  18. kodon
18     15., 17. ,18. kodon  
19   43,109. kodon    
20   46. kodon    
21   46. kodon    
22   43,109. kodon    
23   43,109. kodon    
24   43,109. kodon    
25 92.-93. kodon      
26   43,109. kodon    
27 19. kodon   18. kodon  
28 84. kodon     62. kodon
29 84. kodon     62. kodon
30   43,109. kodon    
31 84. kodon     62. kodon
32 84. kodon     62. kodon
33 84.kodon     62. kodon
34   46. kodon 15. kodon  
35   28. kodon    
36   28. kodon    
37 Mutasyon yok      
38     15., 17., 18. kodon  
39 84. kodon     62. kodon
40   46. kodon    
41 19. kodon   18. kodon  
42 Mutasyon yok      
43 Mutasyon yok   
44     373-375. kodon 366. kodon
45     53.-58. kodon 54.-55. kodon
46 81. kodon     62. kodon
47 54. 62. ve 66. kodon   50. kodon  
48 Mutasyon yok      
49 Mutasyon yok      
50 Mutasyon yok      
51 Mutasyon yok      

Tablo 2. HCV Genomlarında saptanan Nükleik asit değişikliklerinin bölgelere ve hastalara göre dağılımı
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Japonya’da HCV enfeksiyonunun %90’dan fazlası 1a, 1b, 2a, 
2b, 2c, 3a subtipleri ile oluşmaktadır (7, 8). Amerika Birleşik 
Devletlerinde 1a ve 1b eşit olmak üzere genotip 1, %70’lik bir 
kısmı oluşturur. Japonya‘da genotip 1b HCV enfeksiyonlarının 
%70’den fazlasını oluşturmaktadır (9). Türkiye’de yapılan HCV 
genotip çalışmalarında HCV infeksiyonlarının yaklaşık %90’ı 
genotip 1 olarak bulunmuştur, bunların da büyük çoğunluğu 
tip 1b olup, tip 2, 3 ve 4 HCV infeksiyonlarına da daha az sık-
lıkla rastlanmaktadır (10-15). 

HCV genomunda çeşitli mutasyonlar görülmekte ve buna 
bağlı türümsüler (Quasispecies) ortaya çıkmaktadır. Bunlar ara-
sında NS5A bölgesinin değişik kısımlarındaki viral mutasyon-
ların interferon tedavisine yanıtı etkilediğini iddia eden çeşitli 
çalışmalar bulunmaktadır (16).

Çalışmamızda 5’UTR (UTR: Untranslated Region) bölgesi 
mutasyonları araştırılmıştır. Bu bölge genomun başlangıcında 
bulunan 341 nükleotidlik bir bölge olup oldukça korunmuş bir 
bölgedir. Bu nedenle tanı amaçlı moleküler testler ve genotip-
leme genellikle bu bölgede ve farklı metodlarla (Sequencing, 
RFLP, İnno Lipa) yapılmaktadır. Bu bölgenin farklı HCV tiplerin-
de %92 homoloji gösterdiği belirtilmektedir. 5’UTR bölgesinde 
görülebilecek nokta mutasyonlarının %10’un üzerindeki olguda 
yanlış genotiplemeye neden olacağı belirtilmektedir (5). Bu ne-
denle çalışmada saptanan mutasyonlar genotipi değiştirebilir 
ve tedavi yanıtını etkileyebilir. 5’UTR bölgesi İnternal Ribozo-
mal Entry Site (IRES) adı verilen ve replikasyonun başlangıcın-
da görev alan translasyonu başlatan bir bölge içerir (17). Yeni 
tedavi alternatifleri geliştirme çalışmalarında 5’ UTR bölgesi ve 
IRES kısmını inhibe eden RNA molekülleri geliştirilmiş ve bu 
bölgenin inhibisyonunun potent antiviral etkisi gösterilmiştir 
(18). Laporte ve ark. (19) bir hastadaki farklı 5’ UTR ve IRES 
bölgesi mutasyonlarının ve oluşan türümsülerinin in vitro ve 
in vivo hücre kültürlerinde HCV RNA translasyon fonksiyonu-
nu etkilediğini göstermişlerdir. Mısır’da yapılan bir çalışmada 
5’ UTR bölgesinin mutasyonlarının tedaviye etkisi araştırılmış, 
özellikle transisyon tipi mutasyonların tedavi cevabı olan has-
talarda daha az olduğu saptanmıştır. Bu çalışmada 160. ko-
dondaki G’den A’ya oluşan transisyona ileri araştırmalar için 
dikkat çekilmiştir (20). Çalışmamızda 160. kodonda transisyon 
tipi mutasyon saptanmamıştır. Bununla birlikte 13 hastada 62. 
kodonda transisyon tipi mutasyon görülmektedir. Yine 11 has-
tada 84. kodonda insersiyon, 6 hastada 43. kodonda delesyon 
saptanmıştır. Ancak, bu değişikliklerin tedavi yanıtını nasıl et-

kilediği araştırılamamıştır. 5’ UTR ve IRES bölgesinin mutasyon-
larının tedavi yanıtını etkilemesi konusunda literatürde çelişkili 
sonuçlar mevcuttur. Bazı çalışmalarda 5’UTR bölgesinin mutas-
yonlarının tedavi cevabını olumlu etkilediği belirtilirken (20, 21), 
bazılarında ise bu bölgede görülen mutasyonlarla tedavi arasın-
da bir ilişki saptanmamıştır (22, 23). 

Çalışmamızda Avrupa kaynaklı ve ülkemizden yapılan ça-
lışmalarla uyumlu olarak baskın genotip olarak genotip 1b 
bulunmuştur. Görülen mutasyonların viral yüke etkisi saptan-
mamıştır (p>0.05). 5’UTR bölgesinin korunmuş bölge olmasına 
rağmen mutasyon görülebilen bir bölge olması ve bu bölge 
mutasyonlarının genotipi etkileyebileceği düşünüldüğünde tip 
tayininde, genomda farklı bölgelerin de bu bölgeyle birlikte 
araştırılması uygun olacaktır. Ayrıca bu bölge nokta mutasyon-
larının translasyonda nasıl etkili olduğunun, viral yük ve tedavi 
cevabının geniş serilerle ileri araştırmalara ihtiyacı vardır. 
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