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                                          ABSTRACT 
Name: Wael Nabil Farahat 
 
Title of thesis: Molecular study of HCV genome in Egyptian patients 
 
Degree: Master of Science in Biochemistry, Faculty of Science, 
              Cairo University 
 
Abstract:   Hepatitis C virus (HCV) infection is a major health problem 
in Egypt, as it is estimated that more than 20% of Egyptians are infected 
by the virus and spontaneous viral clearance occurs in about 20% of 
acutely infected patients. The majority of infected individuals develop 
chronic hepatitis can then progress to liver cirrhosis and hepatocellular 
carcinoma. Current therapies for HCV genotype 4 with interferon / 
ribavirin have not been successful and thus finding a cure for this disease 
is of utmost importance. Due to the heterogeneity of HCV virus with both 
high replication and high mutation rate in vivo, this study was conducted 
to analyze different isolates of Egyptian patients of the most mutant 
regions of the virus (E1 and E2). These regions were found to play an 
important role in viral persistence by escaping from the immune system 
of the host body. Heterogeneity of genotype 4, which the prevalent 
genotype in Egypt of our local strains was, studied by sequencing and 
phylogenetic analysis, calculating synonyms and non-synonyms 
substitutions, finding the possible glycosylation sites and different 
epitope domains. Thus, the present work found that the heterogeneity of 
the quasispecies of our local strains 4a was high showing up 15% 
diversity. This study also showed four glycosylation sites that play a 
major role in protein folding and virus entry. Besides, different epitpoes 
were identified in different domains of the E1 and E2 that would help in 
determining the neutralizing and non- neutralizing antibodies. These data 
would be fundamental in planning the development of vaccine trials in 
Egypt. 
Key Words: HCV, envelope region E1 and E2, PCR,    
                      Sequencing analysis, Phylogenetic analysis. 
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  المستخلص العربي
  

  وائل نبيل فرحات محمد : اسم الطالب
  فى المرضى المصريين) سى(دراسة جزيئية على جينوم فيروس الالتهاب الكبدي الوبائى   -: عنوان الرسالة

  جامعة القاھرة_ كلية العاوم  -الحصول على الماجستير فى الكيمياء الحيوية -:الدرجة 

                                      
مѧن اكبѧر المشѧاكل الصѧحية فѧى  " سѧى"س الكبѧدى تعتبر الإصѧابة بѧالفيرو -:المستخلص العربى 

المصѧѧريين مصѧѧابون بѧѧالفيروس وغالبيѧѧة  المرضѧѧى  مѧѧن ٪٢٠تѧѧم تقѧѧدير ان اكثѧѧر مѧѧن  وقѧѧدمصѧѧر 
ѧѧѧѧѧم المѧѧѧѧѧور بھѧѧѧѧѧابين يتطѧѧѧѧѧدرالمصѧѧѧѧѧرطان الكبѧѧѧѧѧد وسѧѧѧѧѧف الكبѧѧѧѧѧى تليѧѧѧѧѧود . ض الѧѧѧѧѧلاج الموجѧѧѧѧѧوالع

 كلعقار لاينجح فى كل الحالات فھنѧاوھدا ا. ر الانترفيرون والريبافيرينھوعقا) سى(حاليالفيروس
مرضѧѧى يسѧѧتجيبون للعѧѧلاج بѧѧة ومرضѧѧى لايسѧѧتجيبون نتيجѧѧة لتغيѧѧر الشѧѧكل الجينѧѧى للفيѧѧروس عѧѧن 

وقѧد تѧم اجѧراء  .الطفرات ومن ھنا تأتى الحاجة لتواجد العѧلاج البѧديل للفيѧروس زيادة معدل طريق
علѧѧى منطقѧѧة الغѧѧلاف وكانѧѧت الدراسѧѧة . ين مصѧѧابين بѧѧالفيروسھѧѧذة الدراسѧѧة علѧѧى مرضѧѧى مصѧѧري

لفيروس وھى اكبر منطقة بھا طفرات فѧى جينѧوم فيѧروس الالتھѧاب الكبѧدى ا جينومل الاول والثانى
والتى تلعب دورا ھاما فى تواجد الفيروس عن طريق الھѧروب مѧن اسѧتجابة الجھѧاز )سى(الوبائى 

ر الشكل الجينى للفيѧروس فѧى المرضѧى المصѧريين وذلѧك وقد تم دراسة تغي. المناعى لجسم العائل
عѧѧن طريѧѧق اجѧѧراء تحليѧѧل التتѧѧابع النيوكليوتيѧѧدى ودراسѧѧة علاقѧѧة التتѧѧابع النيوكليوتيѧѧدى بالانمѧѧاط 
الجينية الاخرى وحساب الطفرات السѧاكنة التѧى لاتѧؤدى لتغيѧر فѧى الاحمѧاض النوويѧة والطفѧرات 

وقد   .لتغير فى الاحماض النووية وكذلك معرفة المناطق الكربوھيدراتية الغير الساكنة التى تؤدى
وجѧѧد مѧѧن خѧѧلال ھѧѧدة الدراسѧѧة ان الاختلافѧѧات الجينيѧѧة لفيѧѧروس سѧѧى الѧѧنمط الرابѧѧع فѧѧى المرضѧѧى 

والتѧѧى تلعѧѧب دورا فѧѧى انطѧѧواء  كربوھيدراتيѧѧةمنѧѧاطق وتواجѧѧد اربѧѧع  .٪١٥المصѧѧريين تصѧѧل الѧѧى 
كѧذلك دراسѧة اجѧزاء مѧن الفيѧروس والتѧى يتعѧرف عليھѧا الجھѧاز و.الفيروس ودخولة للخلية الكبدية

وھѧѧذة الدراسѧѧة . المنѧѧاعى لمعرفѧѧة الاجسѧѧام المضѧѧادة المعادلѧѧة مѧѧن الاجسѧѧام المضѧѧادة غيѧѧر المعادلѧѧة
 ).سى(خطوة ھامة للتخطيط لمحاولة عمل عقار لفيروس الالتھاب الكبدى الوبائى 

 
  تفاعل البلمرة   ،الغلاف الاول والثانى  ،)سى(ائى فيروس الالتھاب الكبدى الوب  - :الكلمات الدالة

 تحليل التتابع النيوكليوتيدى  ،المتسلسل                      

  -:المشرفون
  -:مرفت السيد                               التوقيع.د: الاسم)١(
  -:مصطفى العوضى                        التوقيع. د.أ /الاسم)٢(

      
  محمد شكرى. د.أ               

  
  جامعة القاهرة –كلية العلوم   -رئيس قسم الكيمياء الحيوي

  



 



Contents                                                                                                                           

Contents 
 

Page

Abstract ………………………………..……………………………...  

Acknowledgement…………………………………………….............  

List of Abbreviations…………………………………………………  

List of Figures…………………………………………………............   

List of Tables…………………………………………..........................  

Introduction and Aim of the Work………………………………….. 1 

1. Review of Literature………………………………………………. 3 

 
      I- Epidemiology of HCV …………………………………………… 

 
3 

 
      II. Hepatitis C Virus in Egypt……………………………………… 

 
9 

 
      III-Molecular Biology of Hepatitis C virus………………………... 

 
13 

      IV-E1/E2 Envelope Glycoprotein.....................................................
 

20 
 
      V- HCV Replication……………………………………….............. 

 
26 

 
      VI-Diagnosis of Hepatitis C Virus ………………………............... 33 

      VII-Therapy of hepatitis C virus…………………………………... 
 

41 
 
2. Materials and Methods……………………………………………. 

 
51 

3. Results……………………………………......................................... 
 

67 
 
4. Discussion…………………………………………………………... 

 
110 

 
5. Summary and Conclusion…………………………………………. 122 
 
6.Recommendations………………………………………………….. 

 
127 

 
7.References…………………………………………………………… 

 
128 



Contents                                                                                                                           

 

 
 

 
 
 

 
 
 

 

 

  



List of  Figures                                                                                              

 

  
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. (8)   : HCV E1 and E2 ectodomains  
 

   20 

Fig. (9)   : HCV E2 structure model 21 
 

Fig. (10) : HCV E1/E2 heterodimer 22 
 

Fig.(11)   : HCV E1 and E2 glycosylation sites 23 
 

Fig.(12)   : Highly conserved regions in the 5'UTR 
and core regions, and high viral 
diversity in envelope genes and NS5A 

   24 

Fig. (13) : HCV life cycle 27 
 

Fig. (14) : systems for studying HCV replication, 
entry, and infectivity 
 

   31 

Fig. (15) :  Phylogenetic tree of HCV genotypes 
 

    37 

Fig. (16) : Proposed algorithm for the use of 
virologic tests in the treatment of 
chronic hepatitis C 

   41 

 List of  Figures Page 

Fig. (1)   : HCV prevalence world wide     4 
 

Fig. (2)   : HCV prevalence in a number of 
countries compared to Egypt 

    9 

Fig. (3)   : HCV genome organization  14 
 

Fig. (4)   :  Structure of HCV 5_UTR and 3_UTR 14 
 

Fig. (5)   : HCV poly protein translation 15 
 

Fig. (6)   : Structure of the full-length NS3 protein 17 
 
 

Fig. (7)   : Linear representation of the E2 and 
NS5A proteins of the HCV 

19 



List of  Figures                                                                                              

 

 
Fig. (17) : 

 
Mechanism of IFN action 
 

 
44 

Fig. (18) : Candidate target for new therapeutic 
approach 
  

  46 
 

Fig. (19) :  NS5B Polymerase and NS3 Protease in 
HCV life cycle 
 

   47 

Fig. (20) : Agrose gel electrophorysis of HCV 
RNA PCR product 
 

  68 

Fig. (21) : HCV genotyping in Egyptian Patients     70 
 

Fig. (22) : Agrose gel electrophorysis of HCV 
E1/E2 amplified PCR product 
 

  71 

Fig. (23) : Negative control for JM109 competent 
cells 

 

  72 

Fig. (24) : White colonies of transformed JM109 
competent cells 

 

   73 

Fig. (25) : Plasmid DNA miniprep 74 
 

Fig. (26) : Amplification of plasmid DNA within 
the insert 
 

   75 

Fig. (27) : HCV nucleotide sequence of the 
Egyptian genotype clone (28) in 
alignment with HCV 4a RNA 

   76 

 
Fig. (28) : 

 
Location of HCV E1/E2 nucleotide 
sequence of Egyptians clone   

 
77 

 
Fig. (29) : 

 
Multiple sequence alignment of HCV 
E1/E2 of 28 Egyptians clone with HCV 
4a 

 
79 

Fig. (30) : phylogenetic tree of the 28 Egyptian 
clones and different genotypes of HCV 
from gene bank 

91 
 

 
 



List of  Figures                                                                                              

 

Fig. (31) : 
 
 
 
Fig. (32) : 

Translation of nucleotide 
sequence of Egyptians clone into it’s 
amino acids 
 
Multiple alignment for amino acids 

92 
 
 
 

93 

 
Fig. (33) : 

  
Prediction of glycosylation sites  

 
99 

 
Fig. (34) : 

 
HCV E1/E2 secondary structure of 
Egyptians clone 

 
108 

 



List of Tables                                                                                                                   

  

  
 

List of  Tables 

 
 

Page 

 
Table (1) : 
 
 
Table (2) : 

 
Identities of E1/E2 sequence alignment of HCV 
Egyptia clones with  
 
Synonymous and non-synonymous substitution 
rates ……………………………………. 

 
 
    77 
 
  96-97 

 
Table (3) : 

 
Probability of glycosylation 
sites………………….. 
 

 
 

99 

 
Table (4) :  Db nonamers-H2epitopes  heIdentification of t   

 

 
101 

 
Table (5) :  Kd nonamer-H2 epitopes heof t Identification

……………….
 

102 
 

Table (6) : A*26 -HLAepitopes  het of Identification
……………… nonamers 

 
103 

 
Table (7) : B*1402 -HLA he epitopest of Identification

..……………… nonamers 
 

 
104 

Table (8) : 
 
 
Table (9) : 

B*2705 -HLA he epitopesT of Identification
……………… nonamers  

  
 
Identification of The epitopes HLA-A*0201 
nonamer …………………  

 
105 

 
 
 

106 
 
Table (10) : Secondary structure predicton of 28 Egyptian 

clones and prototype 4a…………………………
 

 
 

   108 

 



                                                                                     List of Abbreviations 

List of Abbreviations 

 
ASMA      : 
 

 
Anti- smooth muscle antibodies 

anti-LC1    : 
 
anti-LKMI     : 

 

anti-liver cytosol antibodies type 1 
 
anti-liver and kidney microsomal antibodies type 1 

ANA          : 
 
ALT           : 
 

antinuclear antibodies 
 
alanine aminotransferase 
 

AST : 
 
AFP           : 
 
b-DNA      : 
 
bp              : 
 
BVDV       :  
 

aspartate aminotransferase 
 
alpha- fetoprotein 
 
branshed DNA 
 
base pair 
 
Bovine viral diarrhea virus 

CD81         : Cluster of differentiation 81 

cDNA        : 
 
CT             : 
 

Complementary DNA 
 
computerized tomography 

DNA          : Deoxynucleic acid 

E1              : Envelope 1 

E2              : Envelope 2 

EDTA        : Ethylene diamine tetra acetic acid 

ELISA       : 
 

Enzyme linked immunosorbant assay 
 


