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OZET

Tenofovir, HBC ve HIV gibi viral enfeksiyonlarda nikleotid ters transkriptaz
inhibitort olarak calisan adenozin monofosfat analogu bir ilagtir.

Calismaya; saglikli kisiler (15), ilag kullanmamis HBV hastalar1 (10), 0-6 ay
tenofovir kullanmig HBV hastalar: (10) ve 12+ ay tenofovir kullanmis HBV hastalar:
(10) dahil edildi. Calismaya katilan kisilerden sitogenetik analizler icin mikrontikleus
(MN) ve mitotik indeks (MI) frekanslar1 saptandi. Ayrica DNA tamir genlerinden
APE1 Aspl148Glu, XRCC1 Argl94Trp, XRCC1 Arg399GIn ve XPD Lys751GIn gen
polimorfizmleri ile MN iliskisini belirlemek Uzere molekiler analizler yapildi.

Gunlik 245 mg dozda tenofovir kullammmimin M1 ve MN frekanslarin
etkilemedigi ancak tum HBV hasta gruplarinda kontrole gére MN ve M1 frekanslari
daha yuksek degerde saptandi. MN’deki bu artis ile APE1 Aspl48Glu, XRCC1
Argl94Trp, XRCC1 Arg399GIn ve XPD Lys751GIn tamir gen polimorfizmi arasinda
anlamlt iligki bulunamadi. HBV ve tenofovirin genotoksisitesine iliskin benzer bir
calismaya rastlanamamustir.

Sonug olarak, ¢alisma gruplarimin kiiglik olmasina ragmen 245 mg dozda
kronik kullanilan tenofovirin genotoksik etkisi olmadigi ancak HBV’'nin

genotoksisite potansiyelinin yiksek oldugunu sdyleyebiliriz.

Anahtar Kelimeler: Tenofovir, mitotik indeks (M), mikronikleus (MN), gen
polimorfizmi, genotoksisite, HBV .



Vi

ABSTRACT

A STUDY OF THE RELATIONSHIP BETWEEN THE EFFECTS OF
TENOFOVIR ON THE FREQUENCY OF MICRONUCLEUS AND THE
POLYMORPHISM SIN APE1, XRCC1 AND XPD DNA REPAIR GENES

The tenofovir is a drug on the order of a nucleotide revers transcriptase
inhibitor in viral infections such asHBV and HIV.

This study were carried out the following groups healty volunteers (15),
untreated chronic hepatitis B patients (10), the hepatitis B patients who have been
treated for 0-6 months and the hepatitis B patients who have been treated for 12+
months.

In this study, mitotic index (MI) and micronucleus (MN) tests were used in
every volunteers to determine the possible genotoxic effects of the tenofovir and the
relationship with the gene polymorphisms from DNA repair such APE1 Asp148Gilu,
XRCC1 Argl94Trp, XRCC1 Arg399GIn and XPD Lys751GIn were examined.

It has been determined that the tenofovir doesn't have a significant effect on
MI and frequency of MN. But it has been observed that Ml and MN values in the
HBV patient groups were higher than those of healthy group. However there was not
any significant relationship between the frequency of MN and genetic
polymorphisms such as APE1 Asp148Glu, XRCC1 Argl94Trp, XRCC1 Arg399GIn
and XPD Lys751GIn. To the best of knowledge, there is not any study on regarding
the genotoxicity due to the tenofovir treatment in HBV patients in the literature.

In the final analysis, we suggest that chronic tenofovir administration does
not have any genotoxic effect on routin doses. On the other hand, HBV has higher
genotoxicity potential itself.

Key Words. Tenofovir, mitotic index (MI), micronucleus (MN), gene
polymorpisms, genotoxicity, HBV.
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1. GIRIS

Hepatit B hastaligi dinya genelinde ciddi bir saglik problemidir. Tam
dinyada yaklasik 400 milyonu askin insan Hepatit B virsil ile enfekte olmaktadir.
Her yil gorulen 530.000 hepatoseliler karsinomun 316.000'i HBV ile iliskili olarak
bildirilmistir.  Yine her wyil yaklasik 100.000 kisi HBV enfeksiyonu
komplikasyonlarindan kaybedilmektedir (1).

HBV, Hepadnoviridae familyasindandir. Bilinen en kiiglik DNA virtisi olan
HBV, 3200 nikleotidden olusur ve genomu kismen cift ipliklidir. Replikasyonunu
primer olarak karacigerde gosterir (2).

Hepatoselller karsinoma gelistirme riski ve siroza ilerleyisin azaltilabilmesi
icin antiviral ilag direnci gelistirmeden maksimum viral baskilamanin
gerceklestirilmesi, kronik HBV tedavisinin en temel hedefidir (3). Bu amagla
uygulanan tedavi yontemlerinden birisi de viral polimeraz inhibitorleridir. Nikleotid
revers transkriptaz inhibitorleri olarak da adlandirilan nikleotid analoglari, virisin
revers transkriptaz enziminin katalitik bolgesi ile etkilesirler (4). Yeni yapilmakta
olan DNA'ya baglanarak DNA sentezini durdurup, replikasyonu bloke eden
bilesiklerdir (5). Bu simif ilaglarin prototipi tenofovirdir. Oral prodrug formu
tenofovir disoproksil fumarattir (TDF). Ikibinsekiz yih itibariyle kronik hepatit B
tedavisi igin onaylanmustir (6).

TDF, etkisini HBV' nin polimeraz enzimini inhibe ederek gosterir. Bu etkisini
gogerirken, dogal nikleotidlere analog gibi davranir ve mitokondrial DNA
polimeraz1 da igerecek sekilde memeli DNA polimerazim da inhibe edebilecegi ve
oksidatif stresi uyarabilecegi bildirilmistir (7).

Tenofovir etkin bir anti-retroviral ilag olmasina karsin kronik kullamma bagli
olarak ciddi yan etkiler gostermektedir. Karaciger, bobrek, kemik iligi ve kas dokusu
Uzerinde toksik etki olusturabilmektedir (8). Tenofovirin konakgi hticre icerisinde
hedef molekullerinin basinda mitokondriyal DNA (mtDNA) gelmektedir (9). Ayrica
konak¢: hiicrelerinde oksidatif stresi artirarak apoptozis ve kanser dahil bircok hiicre
toksisitesine neden olabildigi bazi calismalarda gogerilmistir (10). Tenofovir
konakgi hiicrelerde DNA zincirine baglanarak delesyonlar, nokta mutasyonlar: gibi
genomik hasarlara yol acabilmektedir (11). Ayrica mikronikleus olusumu,
kromozomal aberrasyonlar, kardes kromatid degisimleri ve kisa telomer olusumu



gibi genotoksik etkileri bulunmaktadir (12). Bu etkiler, bireysel farkliliklar
gogerebilir ¢uinkii DNA tamir genlerindeki polimorfizmler dogrultusunda DNA
onarim kapasitesi farkli kalitilmug olabilir (13). Bu sekilde DNA tamirini igeren
cesitli genlerdeki polimorfizmlere bagli olarak olusan MN duyarlilik calismalart
literatUrde bildirilmistir (14).

Kiltire edilmis lenfositlerdeki  mikrontkleus  sikligi, dolasimdaki
lenfositlerde biriken genetik hasarin bir gostergesidir. Mikronutkleus sayisinin fazla
oldugu bireylerde DNA zincir kiriklariin da yuksek oldugu bilinmektedir. Bu
durum ise DNA onarimi ile iliskili genleri gindeme getirmektedir. Son yillarda
cesitli tamir genlerindeki bazi yaygin polimorfizmlerin DNA tamir kapasitesi ile bir
kisinin karsinojenlere karsi hassasiyetini  belirledigi 0ne sirdlmistir. Cesitli
toplumlarda yapilan calismalarda riskli alleller, toplum ve hastalik tiplerine gore
farklilik gostermektedir (3, 6). DNA hasarimin tamiri bes farkli tamir sistemi
tarafindan onarilabilmektedir. Bunlar dogrudan tamir, yanlis eslesme tamiri, Gift
iplikgik kirilmatamiri, baz kesip ¢ikarmatamiri ve nikleotid kesip ¢gikarma tamiridir.
APE1 ve XRCC1 baz kesip ¢ikarma tamirindeki anahtar genlerdendir (15). Bunlardan
XRCC1 geni; DNA onarim genlerinden biri olup genom bitinlGgunin
devamliliginda; kanser ve kalitsal genetik hastaliklari olusturan mutasyonlardan
korunmada 6nemli roli olan bir gendir. Apurinik ya da aprimidinik (AP) bolgeler
Ozellikle ROS tarafindan olusturulan en yaygin DNA bozukluklar: arasindadir. Baz
kesip ¢ikarma tamirinde ilk adim bir AP endontkleaz tarafindan (APE) AP bolgenin
yaninda yapilacak olan kesmedir. APE 1 (veya APEX I) bu anlamda ¢ok 6nemli bir
islevi gergeklestirerek tamiri baslatir (7). XPD geni ise niikeotid kesip ¢ikarmatamiri
ve zararli DNA lezyonunun oldugu bélgede DNA’ nin ¢ozilmesine katilan ve biyuk
bir DNA tamir proteini olan bir helikaz1 kodlar. Bu gendeki polimorfizmlerden en
yayginlarindan biri XPD Lys751GIn polimorfizmidir.

Literatlr taramalarinda tenofovir tedavisi alan hastalarda genetik hasar tepiti
ve DNA onarim genlerinin polimorfizmleri arasindaki iliskiye dair herhangi bir
arastirma bulunamadi. Bu galismada kronik hepatit B hastalarinda tedavi amaciyla
uygulanan tenofovirin olast genotoksik etkileri, periferik kanda lenfosit hiicrelerinde
mitotik indeks oranlar1 ve mikronikleus olusum frekanslari bakimindan arastirild.
Ayrica genetik hasarla iliskili olarak DNA tamirinde gorev alan genlerden APE1



Asp148Glu, XRCC1 Argl94Trp, XRCC1l Arg399GIn ve XPD Lys/51GIn

genlerindeki polimorfizmlerin de ¢alisma kapsaminda degerlendirilmesi amaglandh.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hepatit B'nin Tarihges

Ilk kez Hipokrat tarafindan kaydedilen viral hepatit, M.O. 5.yiizyilda
tammlanmis bir hastaliktir. Bu hastalik, 6zellikle 19. ve 20. ylUzyillardaki savaslar
srasinda olmak Uzere, bircok salgin ve kayiplara yol agmustir. Bu tarz salginlarin
bircogu hepatit A sebepli iken; kan iceren Urinlerin kullammu ile hepatit B’'nin
bulasmasi da gergeklesmistir. Kan ve kan Urunleriyle bulasan hepatit formu ilk kez
1883 yilinda, cicek hastaligi asilama kampanyas: sirasinda Lurman tarafindan
Bremen'’ de tanimlanmustir (16).

HBV, dinya genelinde, akut ve kronik hepatitler, siroz ve hepatosalller

karsinomanin en 6nemli nedenidir (17).

2.2. Hepatit B Virasiinin Molekller Biyolojis

HBV hepatotropik bir virtstir. Hepadnaviridae ailesinden olan hepatit B
Virlsii bilinen en kigik DNA virGsidir (Sekil 2.1.). Sadece 3200 nukleotidden
olusan virs, blyuk oranda cift iplikli, dairesel DNA yapisindadir. RNA aracilt
revers transkriptaz enzimi ile bolindr. Revers transkripsiyon surecinin disuk

uyumluluguna bagli olarak bu pregenomik RNA mutasyonlara aciktir (2).
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Sekil 2.1. HBV' nin genel yapisi (18).

Viral DNA, 4 cakisan agik okuma cercevesini kodlar; S (surface), C (core), P
(polymerase) ve X genleri. S geni; virionu gevreleyen kilif proteini kodlar. Pre S1,
preS2, S bolgelerinden olusur. C geni; kor veya niukleokapsid genidir. Hepatit B
cekirdek (core) antijenini (HBcAg ) kodlar. P geni; genomun % Unl olusturan bu
gen, DNA bagimli DNA polimeraz ve RNA bagimli revers transkriptazi kodlar. Pol
geninin Urind olan bu proteinin immunojen 6zelligi vardir. X geni; transkripsiyon
aktivator proteinini kodlar (Sekil 2.2.) (19).

Genomu ikozahedral bir kapsid cevreler. Kapsidin disinda da t¢ farkl
ylzey antijenini tasiyan lipid yapili zarf yer alir. Virtis muhtemelen bazi molekiler
motifler aracilig1 ile hepatositlerin ylizeyindeki reseptor benzeri bolgelere baglanarak
endositoz ile htcre igerisine aliir. Hicre igine giren HBV, sitoplazmada zarf ve
kapsidini kaybederek genomik yapisi cekirdek icine girer ve burada replike olur (20).



+ strand

Sekil 2.2. HBV genomu (21).

2.3. Hepatit B Virasiinin Replikasyonu

Hepatit B Virlsinin hepatositi enfekte etmesi ile HBV genomu nikleus
icerisine aktarilir. Viral genom kovalent olarak halkasal DNA (cccDNA)’ya cevrilir.
Bu viral DNA, pregenomik mRNA, pre-core mRNA ve tim diger subviral
mRNAIlar'in olusumu igin transkripsiyonel bir kalip gibi davranir.  Sonugta,
HBV'nin intrahepatik bir rezervuar: olarak hizmet eden ve kronik olarak enfekte
olmus ev sahibinin yasami boyunca icine yerlesen cccDNA, viral minikromozoma
dogru kromeatinize edilir. Virion, gekirdek partikilu tarafindan pregenomik RNA
kapstile edilir ve viral polimeraz tarafindan, tek zincirli DNA formu (negatif zincir)
olarak, tersine transkribe edilir. Ardindan pregenom degrade edilmistir ve negatif
DNA zinciri, farkli uzunluktaki pozitif DNA zincirinin sentezi icin kalip olarak
kullanilir. Sonunda HBV genomu kapsillenmistir ve virionlar1 disar1 salgilamak
Uzere Uretilir veya cccDNA havuzunu devam ettirmek Gizere niikleusa geri gonderilir.
Sonucta enfekte hepatositte cccDNA’ nin 5-50 kopyast olusturulmus olur (Sekil 2.3.)

).
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Sekil 2 3. Viral giris ve HBV' nin replikasyon dongusi (2).

2.4. Hepatit B Virasinin Epidemiyolojisi

HBV enfeksiyonu diinyada ve Ulkemizde en yaygin gorilen enfeksiyonlardan
birisidir. Onemli 6lclide mortalite ve morbidite oranina sahiptir. Hepatit B virisinin
bilinen karsinojenler arasinda sigaradan sonra ikinci srada yer aldigi da
bilinmektedir. Dinyada yaklasik 400-500 milyon kisinin HBV tasiyicist oldugu
bilinmektedir. Her yil 10-30 milyon kisi yine HBV ile enfekte olmaktadir ve bu
durum da her y1l yaklasik 1-2 milyon kisinin 6lumuyle sonuglanmaktadir (22, 23).

Dunya genelinde dagilimi cografi bolgelere gore de farklilik gosterirken
bulasma yollar1 da enfeksiyonun bolgesel prevelansina gore farklilik gostermektedir.
Hepatit B yuzey antijeni (HBsAQ) pozitifligine gére HBV prevelans: > % 8 olan
Ulkeler yuksek, %2-8 arasi olan Ulkeler orta ve %2'den az olan Ulkeler disik
endemisite bolgeleri olarak kabul edilmektedir. Turkiye ¢zelliklerine gore orta



endemisite bolgesinde yer alir ve Ulkemizde yaklasik 4 milyon insanin HBSAg
tasichgr tahmin edilmektedir. Ancak, HBV seroprevalanst Ulke icinde cografi
bolgelere gore buytk farkhilik gostermektedir. Mesela; bat1 bolgelerinde HBV
tasiyiciligr % 6 olarak tahmin edilirken, dogu ve guneydogu bélgelerinde %12.5-
14.3 arasindadir (Sekil 2.4.) (24, 25). Malatya yoresinde yapilan bir ¢alismada HBV

prevalansi orta endemisite bolgesi icerisinde bulunmustur (26).

HBs=A 3 prevalans:

B -
[ 2T
<%

Sekil 2.4. HBsAQ prevalansi (27).

HBV' nin dort ana bulas yolu vardir:

1. Perkitan (parenteral) Bulas: HBV enfeksiyonunda en oOnemli bulag
yollarindan biridir. Enfekte kan ve vicut sivilart ile mukozal ya da kitandz
temas ile olmaktadir. Damar ici ilag kullanimi, kontamine igne yaralanmalari,
hemodiyaliz, dévme yaptirma gibi yollar bu tip bulasin en o6nemli
ornekleridir.

2. Cinsel Temas (semen ve vajinal sekresyonlar)

3. Infekte Anneden Y enidogana Bulas (vertikal)

4. Horizontal Yol: Enfekte kisilerle cinsellik icermeyen yakin temas (28).



Hepatit B, cogunlukla yiksek endemisite bolgelerinde perinatal veya
cocukluk doneminde horizontal yolla bulasirken; distk endemisite bdlgelerinde,
adolesan ve geng erigkinlik doneminde cinsel temas ve damar ici ilag kullanicilarinda
ortak igne kullamm yoluyla bulasmaktadir. Ulkemizin de yer aldig1 orta endemisite
bolgeleri ise her iki endemisite bolgesinin bulasma 6zelliklerini gostermektedir.
Ayrica bu grupta givenli olmayan saglik iliskili enjeksiyon uygulamalar1 da 6nemli
bir bulas yoludur (28, 29).

Saglhik calisanlart (Ozellikle hemodiyaliz, onkoloji, edinilmis immin
yetmezlik sendromu Unitelerinde calisanlar, kan ve vicut sivilar ile temas eden
laboratuvar calisanlari, cerrahlar), bakimevlerinde kalanlar ve bu kisilere bakanlar,
bunlarin aileleri, sik kan transfizyonu yapilanlar, hemodiyaliz hastalari, organ
transplantasyonu yapilanlar, intraventz ilag kullananlar, erkek erkege cinsel iliskide
bulunanlar, HIV pozitif olgular ve HCV ile enfekte kisiler, kronik hepatit B (KHB)
olgular: ile ev ici temas: olanlar, hiperendemik bolgede doganlar, kronik bobrek
yetmezlikli olgular, periton diyalizi yapilanlar HBV enfeksiyonu igin daha fazla risk
tagimaktadirlar (24, 30).

2.5. Kronik Hepatit B Tedavis

HBsAg pozitif oldugunda, viral replikasyonun varligim gostermesi
bakimindan kronik hepatitlerde HBV DNA bakilmasi zorunlu hale gelmistir.
Gunumuizde hem kalitatif hem de kantitatif yonden viral genomu arastirmaya yonelik
¢cok duyarli PCR yontemleri bulunmaktadir (31).

Hepatoselller Karsinoma gelistirme riski ve siroza ilerleyisin azaltilabilmesi
icin antiviral ilag direnci gelistirilmeden maksimum viral baskilamanin
gerceklestirilmesi kronik HBV tedavisinin en temel hedeflerindendir (3).

Antiviral tedaviye baslama karar1 verilirken serum ALT dizeyi, HBV DNA
diizeyi ile karacigerin histopatolojik incelemesi 6énemli rol oynar. Viral yuki distk
(HBV DNA < 2x10° IU/ml) olan hastalarda herhangi bir oral antiviralle tedaviye
baglanabilir. Tenofovir ve entekavir, direng ve antiviral etkinlik yoninden daha
avantajhdir ve viral yiki yiksek olan hastalarda (HBV DNA <2x10° [U/ml)
tenofovir veya entekavir tercih edilmelidir (31) (Sekil 2.5.).
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Hepatit B tedavisinde uygulamilan tedavi yoOntemleri Tablo 2.1.de

gosterilmistir.

Tablo 2.1. Kullamlan tedavi yontemleri (3).

Nukleozid Anologlari Lamivudin, Telbuvudin, Klevudin,
Entecavir
Nukleotid Analoglar Tenofovir, Adefovir

Kortikosteroidler, thymosin-B,
Immiinomodulatérler levamisole, koloni stimiile edici
faktorler, interlokinler

DNA ilaglar1, antisens
Molekller Biyolojik Y ontemler oligonuklectitler, ribozimler, DNAazlar,
dominat negatif mutantlar

AlfalFN, BetalFN,

Interferonlar GamalFN
0
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Sekil 2.5. FDA’nin kabul ettigi antivirallerin kimyasal yapisi (32).
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2.5.1. Nukleozid Analoglar:

Virus igerisinde bulunan Lamivudin, Telbuvudin, Klevudin, Entecavir gibi
ticari isimlerle satilan bu grup ajanlar, revers transkriptaz enziminin katalitik bolgesi
ile etkilesen ilaglardir. Nukleozid Revers Transkriptaz Inhibitorleri olarak
issimlendirilirler. Bu grup ilaglar, 2, 3'-dideoksintkleozid (ddN) analoglarina
sahiptirler ve bu ilaglarin etki mekanizmalar: birbirine benzer. NRTI’ ler hiicre igine
alindiktan sonra, 5’ -monofosfat (ddNMP), 5'-difosfat (ddNDP) ve 5'-trifosfatlarina
(ddNTP) donusurler. Bu islem, ddNMP nin, normal deoksinikleozit trifosfatin
(dNTP) kompetitif inhibitori/alternatif substrati olarak islev gérmesinden énce olur.

Normal substratin kompetitif bir inhibitori olarak ddNTP, normal substratin
DNA zinciri ile birlesmesini inhibe eder ve ddNMP halinde alternatif bir substrat
olarak bu zincire katilir bdylece zinciri sonlandirici olarak islev gorir (5).

2.5.2. Nukleotid Analoglari

Nukleotid analoglari, nikleozid analoglar1 gibi virtsin revers transkrtiptaz
enziminin katalitik bolges ile etkilesirler (5). NuUkleotid Revers Transkriptaz
Inhibitorleri olarak isimlendirilirler.

NtRTI sifi ilaglar, NRTI'lerden kolayca ayirt edilir; clnkii NtRTI ler
nikleotid analoglarichr. NtRTI'ler aktif formun olusmasi icin sadece ki
fosforilasyona ihtiyac duyarlar. NtRTI’ lerin en 6nemli dzellikleri, AZTMP, ddAMP,
ddCMP gibi niikleozid turevleri ile karsilastirildiginda 3'-terminal uctan bir defa
birlestiginde bu bilesiklerin yarilmasint daha zor hale getirecek ve hidrolazlar
vasitasiyla parcalanmayacak bir fosfonat grubu tasimalaridir.

Bu siif ilaglarin prototipi tenofovirdir. Tenofovirin oral prodrug formu
tenofovir disoproksil fumarattir. TDF, HBV enfeksiyonlarinin tedavisi igin sikga
kullanilan ilaglardan biridir. TDF, 2008den itibaren kronik hepatit B
enfeksiyonlarinin tedavisi igin de onaylanmistir (6).
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2.5.3. Nuikleozid ve Niikleotid Analogu ilaglarin Yan Etkileri

Yaptiklar1 tedavilere karsin Kronik Hepatit B tedavisi igin kabul edilen
niikleozid ve nikleotid analogu ilaglarin bazi yan etkileri bulunmustur.

Nukleozid ve nikleotid analogu olarak kabul edilen genel 5 ilag, viral DNA
polimerazi inhibe ederek viral replikasyon ile serum HBV DNA’ sint azaltmak Uzere
islev gosterirler (Tablo 2.2.). Baz1 analoglar, insan mitokondriyal DNA polimeraz
gama aktivitesine de engel teskil ederek mitokondriyal disfonksiyona neden olurlar.
Mitokondri toksisitesi, miyopati, noropati, hepatik steatoz, pankrestit, makrositozis,
hiperlektemiya ve nefrotoksisite gibi hasarlarla kendini gosterir.

Diger 6nemli husus, kabul goren bu bes ilagta da gozlemlenen laktik
asidozistir.

Nukleotid ve nikleozid analoglarimn KHB tedavisi icin daha disik dozlarda
verilmesi 6nerilmektedir (33).

Tablo 2.2. FDA’ min kabul ettigi bes antiviral (33).

Lamivudine | Adefovir Entakavir | Telbivudine | Tenofovir
Kabul Yil 1998 2002 2005 2006 2008
Kisaltmasi LAM ADV ATV TBV TNV
Etki HBV Revers| HBV Revers | HBV DNA | HBV DNA | HBV DNA
Mekanizmas: | Transkriptazi | Transkriptazi | Polimerazi | Polimerazi | Polimerazi
Bloklar Bloklar Inhibe Inhibe Eder | Inhibe Eder
Eder
Dozu 100mg/d 10mg/d 0.5mg/d 600mg/d 245mg/d
Y an Etkisi Nadiren Nefrotoksisite, | Gozardi Miyopati Nefro
miyopati, pankregtit edilebilir toksisite
noropati,
pankregtit

2.6. Tenofovir Disoproksil Fumarat

Tenofovir disoproksil, viral enfeksiyonlarda nikleotid ters transkriptaz

inhibitord olarak calisan didenonikleozit inhibitdr grubu bir ilagtir. Kronik hepatit B
ve AIDS hastaliklarinin tedavisinde yaygin olarak kullamimaktadir. Kullanimi
gunlik 1 adet 245 mg film kapl tablet seklindedir (34). Tenofovir disoproksi



13

alimindan sonra adenozin 5’ -monofosfat, asiklik analogu olan tenofovire hidrolize
edilir. Tenofovir, hicre igerisinde timidin kinaz, timidilat kinaz ve nikleozit difosfat
(NDP) kinazlar tarafindan gerceklestirilen ardisik ¢ fosforilleme sonucunda aktif
olan trifosfat formuna donusir. Bu trifosfat yapi, HBV ve HIV viral RNA’sinin
replikasyonu sirasinda proviral DNA sentezini gergeklestiren ters transkriptaz
(reverse transcriptase, RT) enziminin substrat baglama bolgesine baglanarak onu
kompetetif olarak inhibe eder. Boylece bir zincir sonlandiricisi olarak etki gosterir
(34, 35).

Tenofovir, yapisal olarak adefovire benzemektedir. Hem HBeAg pozitif hem
de HBeAg negatif hastalarda viral baskilanma ve histolojik gelisme agisindan
adefovire gore daha etkin oldugu faz Il calismalariyla gosterilmistir. Ayrica
adefovire gore daha az nefrotoksik olmasi sayesinde giinde 245 mg kullamilabilmesi,
daha gucl bir antiviral olarak kullamlmasint saglamstir (36).

Genis spektrumlu  bir antiviral ilagtir. Tenofovir retrovirisler ve
hepadnavirislere segici etkinlik gostermektedir.

TDF, HIV tedavisinde 2001 yilinda kullanim onay1 almustir. Y aklasik olarak
1.3 milyon HIV’li hastada givenli kullammi sbz konusudur. Hepatit B tedavisi igin
ise 2008 yilinda kullamm onay: almistir (37).

Tenofovirin direng gelisimine kars1 yiksek genetik bariyer iceriyor olmasinmn
yaninda antiviral etkinlik glcu ile hepatit B tedavisinde umut veren tedavi segenegi
olarak gorulmektedir (37, 38).

2.6.1. Tenofovirin Yan Etkileri

Y apilan ¢alismalarin sonuclarina gore genel yan etkiler arasinda bas agrisi,
bulanti-kusma, karin agrisi, diyare, hafif yan etkiler arasinda yer almaktadir; ciddi
yan etkileri ise ALT yuksekligi, trombositopeni seklinde bildirilmistir.

Tenofovir kullammi sonucunda Fanconi Sendromu ve bobrek yetmezligi
olusan vakalar da bildirilmistir. Ayrica, tenofovirin etki gosterirken, insan
mitokondriyal DNA polimerazimi inhibe ederek mitokondriyal disfonksiyona yol
actig1 bildirilmistir (15).

Nefrotoksik ajanlarla birlikte kullamlirken ve tenofovir dizeyini artiran

ilaglarla (Or: asklovir, gansiklovir gibi anvirallerle) kullamlirken dikkatli
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olunmalidir.  Atazanavir ile birlikte kullanmminda atazanavirin  dizeyini
azaltacagindan veya direng gelisimine sebep olabileceginden 6tirt yanitsizliga neden
olabilir. Didanozin ile birlikte kullamminda pankreatit, laktik asidoz riski
artmaktadir. Proteaz inhibitdrleri tenofovir dizeyini artirarak nefrotoksisiteye yol
acabilir (39).

2.7. Genetik Toksisite Testlerinin Kullamim Alanlari

Genotoksisite, kimyasal veya fiziksel aanlarin genetik materyalde
olusturdugu hasarlardir. Bu hasarlar, tek zincir kiriklari (SSB), ¢ift zincir kiriklari,
alkali labil bolgeler (ALS) ve DNA eklentilerinden olusur ve bu hasarlar tamir
edilemezse DNA sekans hatalari, kromozom aberasyonlari, nikleotid degisimleri ve
bunlarin sonucunda mutasyonlar, kanser ve yaslanma olusabilir.

Genotoksisite testleri 1970 yillarindan gunimize kadar, mutgjeneik
maddelerin toksik etkilerini 6lgebilmek Gizere gelistirilmistir (40).

Genetik testler, in vitro veyain vivo olarak kullanilabilirler.

Genotoksisite testleri, UV, irradasyon gibi genomu etkileyebilen fiziksel
etmenler ile parazit, bakteri, virls enfeksiyonlar: gibi biyolojik etmenler ve sigara,
pestisitler, ilaglar, nanomateryaller gibi kimyasal ganlarin genotoksk ve
karsinojenik potansiyellerini tespit etmek tzere kullanilirlar (41).

Bilesiklerin genotoksik etkilerini belirlemek Uzere testlerin seri olarak

degerlendirilmesinin daha dogru sonuglar olusturacag: distinilmektedir (42).

2.7.1. Genetik Toksisite Testleri

Kimyasal veya fiziksel etkenlerin, karsinojenik ve mutajenik potansiyellerini
genotoksik yonuyle test etmek Uzere en yaygin olarak kullanilan standart in vitro ve
in vivo mutajenite testleri sunlardir;

- Comet Testi

- Amestesti

- Kromozom Anomalileri (KA) Testi
- Gen (Nokta) Mutasyonlari

- Kardes Kromatid Degisimi (KKD)
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- Mitotik Indeks (MI)
- Replikasyon indeksi (RI)
- Mikroniukleus Testi (MN) (40, 43, 44)

Bu calisma kapsaminda kronik tenofovir kullanimimin olasi  genotoksik
etkileri sitogenetik olarak MN ve M1 testleri ile arastirildi.

2.7.1.1. Mitotik indeks (M 1)

Bir hiicre populasyonunda bulunan aym cinsten bittn hicrelerin, bolinme
sireleri tam olarak aym degildir. Degisik faktorlere bagli olarak hiicre sikluslari
arasinda farkliliklara rastlanr.

Hucre populasyonu icerisindeki hicre bolinmelerine dair kantitatif veriler
elde etmek Uzere gesitli dlcimler yapilabilir. Bunlardan birisi de mitotik indeksin
hesaplanmasidir. Mitotik indeks, hiicre populasyonu icerisinde mitoz bdltinmede
bulunan hicrelerin  sayisimn  saptanarak, bu sayimin tim hicrelere oramnin
hesaplanmasidir.

Mitotik indeks, hiicre boltinme frekansim verir ve blyime gelisme oranini
belirlemek icin dnemli bir belirteg olarak kullamlabilir. Mitotik indeksteki azalmaya
bagli olarak blylime ve gelisme olaylari da yavaslar. Uygulanan kimyasal miktar: ve
hiz1 arttikga mitotik indeks de etkilenip degisecektir (45).

2.7.1.2. Mikronukleus (M N)

Mikronukleus, hiicre mitoz bolinme esnasinda iken, asil gekirdege dahil
olmayan, kromozom parcalarindan tireyen olusumlardir. Bu yapilar genellikle hiicre
dongusini kontrol eden gen hatalarindan, mitotik ig hatalarindan, kinetekordan ve
kromozomal hasarlardan kaynaklamir (Sekil 2.6.). MN sayisindaki artis, gesitli
genotoksik ajanlarin, hiicrelerde sayisal veya yapisal anomalilerin indirekt gostergesi
olarak degerlendirilebilir. Andploidiyi uyaran gjanlar, sentromer bolinme hatalari
veya ig iplikgikden kaynaklanan hatalara sebep olurken; klastrojen ajanlar ise
kromozom kiriklar1 yaparak MN olusumuna neden olurlar. Bu sebeplerden, MN
sayisindaki artig, somatik hticrelerde, genomik kararsizligin belirteci denilebilir (44).
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MN testi, mitoz ile olusan tim hicre tipleri Uzerinde in vitro ve in vivo olarak
uygulanabilmesi nedeniyle genetik toksikoloji arastirmalarinda kullanilan yaygin bir
test haline gelmistir (46).

Norman Hiicre DNA Hasan

®
@

©®:/ @®

. ‘"
Normal Yavru Hicreler MN Iceren Yavru Hiicreler

Sekil 2.6. Mikronukleus igeren hiicre olusumu (47).

Ayrica, kromozom analizine gére sitogenetik hasari tespit etmek icin daha
kolay uygulanmasi ve daha fazla hiicrenin degerlendirilmesine olanak vermesi gibi
avantgjlart ile yaygin olarak kullaniimaktadir (47).

2.7.1.2.1. Mikronukleus Tekniginin Gelisimi

MN’ler ilk kez Howell tarafindan eritrosit hicresinde gortlmis ve bu
yapilara "nikleer materyal fragmenti” denmistir. Bunlar 1900' U yillarin basinda
Jolly terminolojisine gore "intraglobller korpuskuller” olarak tamimlanmustir. Ayni
zamanda "Howell-Jolly cisimcikleri" olarak da bilinirler. Benzer olusumlar, sican
embriyolarinda ve Brenneke tarafindan gosterilmis ve arkasindan, Thoday
tarafindan, Vicia faba'da gozlenmistir. Bunlar “fragment nukleuslar” veya
“mikronukleuslar” olarak adlandirilmustir. Vicia faba bitkisinin kok uclarinda nétron
ve gamma isinlarinin etkileri karsilastirdiklarinda, sitogenetik hasar belirteci olarak
MN’ lerin kullamlabildigini tespit etmislerdir.
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MN tedtini ilk olarak Oneren arastiricilar Boller ve Schmid olup (1970).
genotoksik ajanlarin islevini 6lgmek icin kemik iligi eritrositlerinde MN yontemini
kullanmuglardir (48).

Baz1 arastirmacilar, andploidiye yol agan ajanlar ile klastrojenleri ayirmak
icin olusan MN’ lerin blyuklik farkindan yararlanmislardir. Klastrojenler sebebiyle
asentrik kromozomal fragmentler iceren MN’ler, angjenlerce olusturulan ve tam
kromozom iceren MN’lerden daha kiiguk ebatlilardir. (Sekil 2.7.)
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Sekil 2.7. Klastrojen ve anojenlerce olusturulan MN’ ler (44).

Eastmond ve Tucker da aym amacla antikinetekor antikorlar: ile kinetokor
MN’lerin  tam kromozom; kinetokor negatiflerin ise asentrik kromozom
fargmentinden olustugunu bulmuslardir. Bu yontem, anoploidi olusturan ajanlar ile
klastrojenleri ayirmada daha kesin bir yol olusturmustur (44).

Sitokinez Bloklu Mikrontikleus Metodu ise Fenech ve Morley tarafindan
gelistirilmis ve teknigin daha givenli olmasi saglanmustir (49, 50).

2.7.1.2.2. Mikronukleus Olusumu

MN, asil kromozomdan koparak olusan ya da anafaz sirasindaki hatalardan
dolay1 ana nilkleusa katilamayan tam kromozomlardan olusur, sitoplazma igerisinde
bulunur ve ana nikleusun yaninda ek bir parca halinde gozlenir.
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Dogrudan DNA veya ig ipliginde olusan bir hasar ile kromozom veya
kromozomun kromatin haline gelmesi sonucunda olusur. Hiicre icerisinde gézlenen
MN, o hiicredeki genetik hasari isaret edebilir.

Hucredeki kromozom anomalileri, bolinme esnasinda kromozomlarin
uzunlamasina olarak birbirlerinden ayrilamamast  (nondisjunction) ya da
kromozomlarin anafazda geri kalmasi (anafaz lagging) ile olusmaktadir. Anafaz
esnasinda kromozomlarin geri kalmanin sebebi, sentriollerden olusan mikrotibdillere
sentromerlerinden baglanamamalaridir. Kromozom Uzerindeki bir kiriktan olusan
kromozom pargalart  sentromer igermiyor  olabilir ve  mikrotubullere
baglanamayabilir. Kromozomlarin anafaz esnasinda diger bir geri kalma sebebi ise,
sentromer igerisinde meydana gelen bir nokta mutasyon ve dolayisiyla yine
mikrotubullere baglanamama olabilir.

Hucrede spontan olarak da MN olusabilir. Spontan MN olusumu iki nedene
baglidir. Birincisi, kinetekor proteinleri ile sentromerde olusan bir mutasyon ve
anafazda kromozom kayb: veya ig ipligindeki mutasyonlardir. ikincisi ise, gevresel
mutajenlere maruz kalmanin sonucu olarak tamir edilemeyen DNA zincir kiriklaridir
(45).

2.8. DNA Tamiri ve MN 1liskis

DNA tamir kapasitesi bireyler arasinda gesitlilik gostermektedir. Kapasitenin
dismesiyle beraber artan kanser riski arasinda iliski gosterilmistir. Kanserlerin
Onlenmesi ve genetik kararliligin devaminda DNA tamirinin 6nemli yeri olduguna
dair bir¢cok calisma bulunmaktadir (51, 52, 53, 54, 55, 56).

DNA tamir genlerindeki polimorfizm calismalari, DNA zincir kiriklarinin
veya eklentilerinin kaldirilmas: ve mutajenik agjanlar tarafindan yapilan kromozom
hasarlar1 gibi sitogenetik yaklasimlar: icermektedir. DNA onarim kapasitesindeki
bireysel farkliliklar sadece hastaliklarin 6nlenmesinde degil ayni zamanda yeni
teropatik modellerin yapilmasi ve kisiye 0zel ilaglarin yapilabilmesi icin de yardimci
olmaktadir.

MN testi, DNA hasarinin 6lgiimt igin kullanilan yaygin bir yontemdir. Bu
tes hem kromozom kayiplarinin hem de kromozom kiriklarimn genel bir 6lgiim
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seklidir. Ayrica, DNA onariminin fenotipe yansimasim gormek igin de dnemli bir
biyomarkerdir.

Genomun devamlilig1 ve onariminda oldukga 6énemli rol oynayan DNA tamir
genlerindeki bazi polimorfizmler gesitli yonleri ile bircok calismaya konu olmustur.
Calismamizda MN frekans: belirlenen hasta ve kontrol gruplarimizda bu genlerden

Uc tanesindeki dort farkli polimorfizm arastirilmstir.
2.9. DNA Tamir M ekanizmalari

Prokaryotik ve Okaryotik canlilarda, DNA’larin korunup nesilden nesile
aktarilabilmesi icin ¢esitli DNA onarim mekanizmalar: bulunmaktadir. DNA onarimi
ile mutasyonlar, replikasyon hatalari, genomik kararsizlik azaltilabilir.

X-ginlari, UV, kimyasal ve cevresel ganlar sebebiyle DNA bitinlGgu
sirekli tehdit altindadir. Hicresel metabolitler olarak agiga ¢ikan serbest radikaller
de DNA Uizerinde hasara neden olur (57).

DNA tamir mekanizmalari, dogrudan DNA tamiri, eksizyon tamiri,
rekombinasyonel onarim ve S.0.S onarimu olarak gruplandirilir. Ug farkl eksizyon
tamiri vardir: Baz Kesip — Cikartma Tamiri (Base Excision Reapair, BER),
Nukleotid Kesip — Cikartma Tamiri (Nucleotide Excision Repair, NER) ve Yanlis
Eslesme Tamiri (Missmatch Repair, MMR) (58).

Simdiye kadar, insanlarda yaklasik 130 adet DNA tamir enzimi
tanimlanmustir (58).

Tamir enzimlerinde ve etkinliginin azalmasina yol agacak bir polimorfizm,
hiicre igerisinde enzimin bulundugu onarim yolunda duyarliliga neden olacaktir. Bu
calismamiz kapsaminda arastirdiginiz DNA tamir genleri, BER ve NER

mekanizmalarinda gorev almaktadhr.
2.9.1. Dogrudan Onarim M ekanizmalari
2.9.1.1. Fotoreaktivasyon Onarim

Bu onarim UV etkisiyle olusan baz dimerlerini yok eder (6zellikle primidin
dimerleri). Enzim olarak sadece DNA fotoliyaz enzimi kullanilir. Cogunlukla timin
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dimerlerini hedef alir ve Timin dimerinin bulundugu DNA bdlgesine baglanarak
dimeri monomer haline donusturdr. Bu islem igin gorinur 15181 (Ozellikle mavi 151k),
kovalent baglar1 kirmak tzere kullanir.

Yaygin bir onarim sistemidir, bakterilerin gogunda bulunur ancak, insan ve
diger plesentali memelilerde hentiz bulunamamustir (59).

2.9.1.2. Metil Gruplarinin Yok Edilmes

Alkillenme reaksiyonlariyla bazlara ve fosfatlara metil gruplari eklenir. Bu
eklenme en ¢cok G bazinin 6. konumundaki oksijenin metillenmesi seklindedir. Bu
metil gruplart bir almag proteine aktarilarak yok edilir. Metil transferaz
reaksiyonunda katalizor olarak Og.alkilgunain transferaz gorev alir. Enzimin islevi;
G—A ve T—C donustumlerini engellemektir. Alikilgunanin transferaz (AGT), timin
O. ile gunanin Os pozisyonundaki alkil gruplarint uzaklastirma yetenegindedir. Alkil
gruplar1 dealkalasyon icin, AGT ile sistein gruplarina baglanarak metillenme
hatalarint dizeltir.

Metilguanin transferaz, ekonomik bir yontem degildir. Cunkd; yok edilmesi
gereken her metil grubu icin yeni bir enzim gerekir ve enzim sayisi kadar onarim
reaksiyonu gerektirir. Hicre igin pahal1 bir yontemdir (59, 60, 61).

2.9.2. Kesip-Cikarma ile DNA Onarim

Kesip ¢ikarma onarimi birgok kimyasal reaksiyon sonucu olusan hatalar icin
genel bir onarim sistemidir. ilk defa UV ile olusan siklobitan timin dimerlerinin
uzaklastirildig: bir sistem olarak Eschericia coli’ de kesfedilmistir (62). Sonug olarak
bu onarim sisteminin degisik tipleri hem prokaryot hem de tkaryotlar icin en 6nemli
onarim sistemidir.

Uc cesit kesip-cikarma onarim sistemi vardir: Baz kesip-Gikarma onarim,
nikleotid kesip ¢ikarma onarimi ve hatali eslesme onarinudir (63).
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2.9.2.1. Baz Kesip-Cikarma Onarimi (BER)

BER ile okside/rediikte, alkillenmis, deamine olmus veya yanlis yerlestirilmis
bazlarin onarimi gerceklestirilir. BER mekanizmasi iki alt yolak ile gergeklesebilir;
kisa yolakta tek nikleotidlik bir degisim yapilir, uzun yolakta ise 2-10 nikleotidlik
hasarl1 bolge onarilir (64, 65).

BER mekanizmasi i¢in ilk adim olarak, DNA glikozilazlar hatali bazlarin
oldugu bdlgeyi tamr. Monofonksiyonel olan DNA glikozilazlar tarafindan hatali baz
sadece uzaklastirilip apurinik veya apirimidinik bolge olusturulur. Bifonksiyonel
olan DNA glikozilazlar ise liyaz aktivites sayesinde hatali bazi ayirip AP liyaz
aktivitesini katalizleyebilirler. Apurinik veya apirimidinik bolge APE1 endoniikleaz
tarafindan zincirden cikartilir (Sekil 2.8.). Arkasindan DNA polimeraz ile bosluklar
doldurulup DNA ligaz ile birlestirilerek onarim tamamlanir. BER mekanizmast igin
ayrica uzun yolak olarak gecen bir sekilde, XRCC1-PARP (poli ADP riboz
polimeraz), tek zincir kiriklarina baglanip siireci baslatabilir (66).
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Sekil 2.8. Baz eksizyon onarimi (67)

2.9.2.2. Nukleotid Kesip Cikartma Onarim

Baz kesip-¢cikarma onarimindan farkli olarak, bu sistemde calisan enzimler,
zarar goren bolge veya zarar tipini tamyamazlar. Timin dimerleri ya da biytk
eklentiler dolayisiyla DNA sarmalinda olusan bukilmeler, katlanmalar gibi daha
genel ozellikleri tanir ve islevlerini gergeklestirirler.

NER tamiri icin, iki sarmal icinde bulunan cikintilar veya diger
duzensizlikleri aramak icin bazi proteinlerin DNA ¢ift sarmal molekult boyunca
kayma yetenegi olmasi anahtar rol oynar (59).
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Ilk kez E.coli'de UV radyasyonuna duyarliik gosteren bazi bagimsiz
mutantlar Uzerinde gosterilmis bir mekanizmadir. Uvr (Ultraviole onarimi) olarak
tanmmlanmis bu grup, uvrA, uvrB, uvrC mutasyonlarint kapsar. Uvr gen Urtnleri,
mutasyonlarin tanimip kesilmesi ile iligkilidir. Onarim daha sonra DNA polimeraz |
ve DNA ligaz ile tamamlanir (Sekil 2.9.). Onarim sirasinda prokaryotlarda 12,
Okaryotlarda 28 baz kesilip gikartilir.

Memelilerde ise uvr gen gruplarina benzer genler esliginde benzer bir
mekanizma tammlandi. NER onarim iki alt mekanizma ile meydana gelir: Global
genom tamir yolu (GGR, Global Genom Repair) ve transkripsiyona kenetlenmis
tamir yolu (TCR, Transcripsion-coupled repair)’ dur (59).

1 Hazath DA l lezron
W
2. Nikleazlatin l
kestigi lezyron
i
e
3. Bogluk DN A polimerss 1
doldunildu

kapatilds, normal

4. Bogluk tamamen l DN & ligaz
eglegme yapilds

Sekil 2.9. Nikleotid eksizyon onarimi (68).
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2.9.2.2.1. Global Genom Onarim

NER mekanizmasinda, XPC proteini DNA hasarinda duyarli olan sentrin 2
ve HHR23B ile kompleks yaparak DNA’ya baglanir ve DNA sarmal1 kismen agilir.
Boylece diger tamir genleri bdlgeye toplanabilirler. XPA, DNA hasarinda
dogrulamay1 yapar. XPA'nin islevi TFIIH aktivitesine destek olmak ve DNA
eklentilerini sabitlemektir. Replikasyon faktor A, XPA ile kompleks olusturur. Hasar
tamma arkasina, TFIIH de komplekse katilir ve sarmal daha ¢ok acilir. XPB 3 —5’
ve XPD 5 —3' helikaz aktivitesine sahiptir. TFIIH helikaz aktivitesiyle de ile DNA
zinciri 20-30 niukleotid acilir. Arkasindan, endoniikleaz aktivitesi olan XPG, zinciri
3" bolgesinden DNA hasarina 5-6 niikleotid uzaktan keser. XPF proteini ERCC1 Ile
kompleks olusturur ve zinciri 5 bdlgesinden hasara 20-22 niikleotid uzaktan keser.
Boylece genis bir oligonikleotid bolgesi serbest kalir. Serbest kalan
oligonukleotidler XPC/HHR’ B proteini araciligiyla uzaklastirilir. Bosluk yine DNA

polimeraz | ile doldurulur ve DNA ligaz ile birlestirilerek hasar onarilir (57, 64).

2.9.2.2.2. Transkripsiyona Bagli Onarim (TCR)

Transkribe olacak olan kalip DNA Uzerinde olusan hata ile RNA polimeraz
aktivitesi ve tranksipsiyon durdurulmus olabilir. Nukleotid kesip-gikarma onarim ile
bu hata da duzeltilebilir. TCR icerisindeki fark DNA hasar tamnmasinda
XPC/HHR23B kompleksi yerine CBS (sistationin beta sentaz) proteini gorev alir. Bu
kompleks RNA polimeraz 11'yi ubikitinleyerek pargalanmasimi ve sonucunda
uzaklasmasini saglar. Boylece hasarli bolgeye TFIIH, XPA ve RPA proteinleri
ulasabilir. Geri kalan ise global onarim ile ayni sekilde gerceklesir (68).

2.9.2.3. Yanhs Eslesme Tamiri (Missmatch Repair, MMR)

Bu tamir sistemi prokaryot ve 6karyotlarda tammlanms ve en iyi bakterilerde
aciklanmustir. Bu sistem ile yanlis eslesen bazlar bulunup ortadan kaldirilarak DNA
sentezinin dogrulugu 2-3 kat daha artar. E.coli’de oldukca ayrintili bir sekilde
calisilmistir. E.coli’de onarimi yapmak Uzere atasal olan DNA ipligi ile yeni
sentezlenen DNA ipligini birbirinden ayirt edebildigi gdzlenmistir. Bunun igin,
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GATC dizilerinde yer alan adeninler 6-metiladenin olustururlar ve metillenme
replikasyondan sonra gergeklestigi icin yeni sentezlenen zincirde metillenme
gorilmez ve boylece farklilik olusur, tarnabilir.

Yanlis eslesme onariminda ilk olarak, MutH endoniikleazi metile olmamis
olan ipligi GATC dizisinden keser. MutS ve MutL enzimleri de bir endonikleaz ve
helikaz ile birlikte kirik olan bolge ile yanlis eslesen bolge arasindaki DNA parcasini
cikartirlar ve bosluk DNA polimeraz ile doldurulup DNA ligaz ile birlestirilir.

Okaryotlardaki yanlis eslesme onariminda, MutS, MutL ve MutH yerine
homologlart bulunur. Metillenme gibi yeni ve eski zinciri ayirt etmesi ile tamma
mekanizmasi yoktur ancak genel olarak tamir islemi, homologlar: ile yapilanla
aynicir (68).

2.9.3. Rekombinasyonel Onarim (Replikasyon Sonrasi Onarim)

DNA onarimimin bir baska tipi de rekombinasyonel onarimdir. DNA,
hasarsiz olan molekille arasinda parca degisimi yapar bu yizden bu mekanizma
rekombinasyon temeline dayamir ve replikasyondan sonra etkili oldugu igin
replikasyon sonrasi onarim da denmektedir. Timin dimerleri veya diger lezyonlarin
hasar tamirinde sikga kullanmlir (68). Ornegin, ipliklerden birisinde olusan timin
dimeri NER mekanizmasi ile duzeltilememisse, DNA sentezi sirasinda replikasyon
catal1 olustugunda bozulma ile o bolgedeki kusurlu iplik kalip olarak kullamlamaz.
Bu durumda DNA polimeraz hata bolgesinde duraksar veya Uzerinden atlar ve
replikasyona ileriden devam eder. Sonucunda biri hatal1 birisi normal olarak bulunan
iki molekul birbirinden farklicir. Bu durumda saglam iplik hatali bdlge igin kullanilir
ve zarar goren bolge karsisindaki bosluk saglam bdlgedeki homologu ile doldurulur.
Saglam iplik tekrar DNA polimeraz ile doldurulur ve hasar duzeltilir (67).
Rekombinasyonel onarim ayrica iyonize radyasyon veya bazi kimyasallar ile olugsan

Gift zincir kiriklarimin onarimu igin de kullanilan bir mekanizmadir.

2.9.3.1. Cift Zincir Kirik Onarimi (DSBR, Double Strand Break Repair)

Cift zincir kirig1 igin en 6nemli neden iyonize radyasyon (X-igini)’dur. Cift
zincirde birden olusan kiriklar ile DNA hasar1 en yikici hasara ugrar. Onarilamazsa
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hicre 6lumd, kromozom kiriklari gibi durumlar olusabilir. Yanlis onarilmasi
durumunda ise kansere neden olabilir (69). Cift zincir kirik onarimi igin iki
mekanizma kullanilabilir: Homolog uclarin birlesmesi ve homolog olmayan uclarin
birlesmesi

2.9.3.1.1. Homolog Ug Birlesmes

Hata olan iplik ile zarar gbrmemis olan iplik arasinda gergeklesen bir
rekombinasyon vardir. Hicreler icerisinde ayn1 DNA sarmalindan iki tane bulunmasi
Ozelliginden yararlanmlir. Saglam DNA sarmalindaki dizi rekombinasyon ile kirik
olan bdlgeye aktarilir ve ¢ift iplik kiriklt molekildeki iplikler iki DNA arasindaki
karsilikl1 parca degis tokusu ile uzar islem bitince baglant1 ¢ozultr replikasyon catali
normal ilerlemeye devam eder.

Homolog ug birlesmesi 6zel proteinler gerektirir. Bu onarim sistemi E.coli’ de
RecBCD yoluyla gerceklesir. Okaryotlarda ise, Rad gen ailesi homolog ug birlesmesi
ile yapilan rekombinasyon onariminda gorevlidir. Ozellikle Rad52 grubundaki genler
Gift iplik kirik onariminda aktiftir (59, 69).

2.9.3.1.2. Homolog Olmayan Ug Birlesmes

Homolog bir kromozomdan faydalanmaksizin DNA uglarinin baglanmasinin
biyokimyasal seklidir. DNA'nin iki ucu, kirik uglarindan disa dogru cikintilar
olusturur ve tekli iplikler birbirleriyle baglanabilirler. Baz1 bazlar arasinda baglanma
olabilir bu oldukca kisitlidir. Daha sonra tek iplik uclar nikleazlar tarafindan yok
edilir, bosluk da DNA polimeraz ile doldurulur (59, 69).

Homolog olmayan uc¢ birlesmesinde gorevli Ku proteinleri tammlanmustir.
DNA'daki kirik uclari bir araya getirir, o bolgeleri proteazlara karsi: korur ve onarim
proteinlerinin bdlgeye toplanmasini saglarlar.

Homolog olmayan uc birlesmesi sirasinda, kirilma boélgesinde uclarin
baglanabilmesi igin baz kayiplar: gergeklesebilir. Hata egilimli bir onarim sistemidir.
Buna karsin, insanda yaygin kullanilan bir sistemdir. Memelilerde protein sifreleyen
genler genomda ¢ok az yer kapladiklari igin, genomun biiytk kismi zarar gérmez ve
kromozomlarin yapist korunmus olur (59).
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2.9.4. SOS Onarimi

E.coli'de, UV radyasyonu, baz analoglari gibi kimyasal aganlar DNA
Uzerinde hasar yaptiklari zaman SOS denilen bir sistem harekete geger. Normal
zamanda Lex A gen proteini SOS sisteminde gorev alan genlerin operator bolgelerine
baglanarak inhibe eder. Ancak hasar olusumuna dair bir uyaran gelirse, Rec A geni
aktive edilir. Aktif olan Rec A geni, Lex A proteinin yikilmasina neden olur. Lex A
geninin yikilmasi ile baskiladigi genler aktiflesir ve SOS onarimi calisir. Hasar
onarimindan sonra Lex A yikimi durdurulur. Ve baskilanma tekrar aktiflesir.
Rekombinasyonel onarimda oldugu gibi bosluk atlanarak sonra duzeltilmeye
calisiimaz. Hata olan bdlgede dogru bazlar yerine tesadiifi de olsa bazlar yapiya
aninda eklenir ve replikasyonun dogrulugundan fedakarlik edilerek uyum saglanir.
Bu nedenle sistem hataya meyilli olarak tanimlanir (70).

2.10. DNA Onarim Genleri

Bu bdlimde DNA tamir genlerinden yalnizca calismamiza dahil ettigimiz
genler; APE1 Aspl48Glu, XRCC1 Argl94Trp, XRCC1l Arg399GIn ve XPD
Lys751GIn genleri ve polimorfizmleri agiklanmustir.

2.10.1. APE1 (Apurinik/Apiriminik endontkleaz )

APE1 (Apurinik/Apiriminik Endoniikleaz 1) geni, kromozomun 14q11.2-q12
bolgesinde yerlesmistir. Yaklasik olarak, 2.6 kilobazdir ve 5 ekzon bolgesi igerir
(71). Bu genin Urund olan protein 317 aminoasitten olusur ve 35 kDa agirligindadir.

APE1l, DNA baz eksizyon onarim mekanizmasinda 6nemli bir rol oynar.
DNA eklentilerinin duzeltilmesinde, okside ve rediikte olan bazlarin diizeltilmesinde
ve metillenme ile iliskili gjanlarin Gretiminde islevi vardir. DNA Uzerinde hatal1 olan
bazin ¢ikartiimasiyla bos kalan abazik bélgede BER siirecini baglatir.

APE1 geninin 5. ekzonunda G—T degisikligi sonucu aspartik asitin glutamik
aside donusumt (Aspl48Glu) ve 3. ekzonda glutamik asitin histidine degismesine
neden olan C—G degisikligi (GIn51His) gibi tek nikleotid polimorfizmleri (SNP)
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siklikla caligilanlardandir ve bu polimorfizmlerin enzim fonksiyonu Uzerinde de
degisiklige neden oldugu bildirilmistir (72).

Bazi calismalar ile akciger, ovaryan gastrodzafagol ve osteosarkoma
kanserleri ile deiliskili oldugu bildirilmistir (72, 73, 74, 75).

2.10.2. XPD (Xeroderma pigmentosum grup D)

Xeroderma pigmentosum grubunda 7 adet gen tammlanmstir. Bu genler
nikleotid eksizyon onariminda gorev airlar. Bizim calistigimiz XPD geni,
kromzomun 19913.3 bdlgesinde lokalizedir. Yaklasik olarak 19 kilobazdir ve 23
ekzon bolgesi icerir. Bu genin Grdni olan protein 760 aminoasitten olusur ve molekul
agirlig1 87 kDa dur.

XPD geni, NER ile timidin dimerleri gibi lezyonlar1 tamir eder. TFIIH
kompleksine baglanarak 5 —3' helikaz aktivitesi gosterir.

XPD geninde oldukga fazla SNP belirlenmistir ancak bunlardan siklikla iki
taness calismistir. XPD Asp321Asn  polimorfizmi  ile XPD Lys751GIn
polimorfizmleri incelenmistir. XPD Lys751GIn polimorfizminde 23.ekzonunda G
—T olan bir degisim ile Lizin aminoasiti Glutamine dontsir. Ve bu degisimin distk
DNA tamir kapasitesine neden oldugu disunulmektedir (76, 77).

XPD Lys751GIn polimorfizmi ile firinda galisanlarda ve in vitro olarak
incelendiginde vinil klorid monomerine maruz kalanlarda artrus MN frekans:
belirlenmistir (78). XPD polimorfizmlerinin ayrica kafa boyun kanserleri, melonama

deri kanserleri ve akciger kanserleri ile iliskili oldugu bulunmustur (79).

2.10.3. XRCC1 (X-ray repair cross-complementing protein grup 1)

XRCC1 geni kromozomun 19913.2-q13.3 bolgesinde lokalize olmustur.
Y aklasik olarak 33 kilobazdir ve 17 ekzon bdlgesi icerir. Bu gen trind olan protein
633 aminoasitten olusur ve molekiler agirlig1 yaklasik olarak 70 kDa' dur (60).

XRCC1, BER mekanizmasi Uzerinde, DNA glikozilaz tarafindan DNA hasar1
sonucu olusturulan abazik bdlgede, APE1, DNA polimeraz $, DNA ligaz I11 ve poli-
ADP-riboz polimeraz (PARP-1 ve PARP-2) ile kompleks yaparak iskele gorevi
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gorir. XRCC1, NER mekanizmasinda da 6nemli bir rol oynar ve NHEJ geni ile
beraber tek zincir kiriklarint tamirinde de rol oynadigi dustintlmektedir (13).

XRCC1 geni icin oldukca fazla SNP bildirilmistir. Bunlar arasinda 6zellikle
kodon 280, kodon 194 ve kodon 399 calisilmistir. XRCC1 Argl94Trp
polimorfizminde C — T degisimi sonucunda Arjininden, Triptofana bir degisim
gerceklesir ve XRCC1 Arg399GIn polimorfizminde ise G—A degisimi ile Arjinin,
Glutamin degisimi olmaktadir (80).

Yapilan bazi calismalar ile kodon 399GIn allelinin yiksek mutajen
duyarliligr ve artmis seviyede DNA eklentileri ile iliskili olabilecegi bildirilmistir.
Butadine maruz kalan Cinli iscilerde, artmis seviyede MN frekansi ve XRCC1
Argl94Trp, XRCC1 Arg399GIn gen polimorfizmleri arasinda iliski bulunmustur
(81). Baska bir ¢alismada vinil klorid monomerine maruz kalma sonucu artan MN
frekansi ile XRCC1 Argl94Trp arasinda iliski tespit edilmistir (73). Ayrica, yine bazi
calisgmalar sonucunda XRCC1 399 varyantinin, kafa-boyun kanseri, akciger kanseri,
kolorektal kanser ve gogus kanseri ile iliskili oldugu bildirilmistir (13, 82).
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3. GEREC ve YONTEM

Bu calismada 25-55 yaslarinda, sigara i¢meyen, metabolik ve genetik
hastaligi olmayan kronik hepatit B hastalart ile kontrol grubu olarak calisma
grubuyla benzer yas grubu (25-55) 0zelligi gosteren, sigara icmeyen, metabolik ve
genetik hastaligi olmayan saglikli bireyler alindi. Enfeksiyon Hastaliklari ve
Gastroenteroloji  bolumlerine basvuran kronik hepatit B enfeksiyonlu hastalar,
demografik 0Ozellikleri, sigara, akol kullanim durumlar1 ve tenofovir kullamm
durumlarini iceren  “hasta kayit formu”na kaydedildi. Calismaya dahil edilen
hastalardan 5 ml heparinle yikanmis enjektérle ve 3 ml EDTA’l tUplerde kan
ornekleri alinarak tenofovir kullanim siirelerine gore gruplandirildilar ve tenofovirin
genotoksik etkileri kontrol grubu ile karsilastirilarak arastirild.

3.1. Kullanmilan Kimyasal Maddeler ve Deney Ekipmanlari
3.1.1. Kullamlan Kimyasal M addeler

3.1.1.1. Tenofovir disproksil fumarat

Ticari Adi: Viread, Tenoviral, Zentovir

Kimyasal Adi: 9-((r)- 2-((bis(((isopropoxycarbonyl) oks)) metoksi) phosphinyl)
metoksi) propil) adenin fumarat

K a.pa.ll Formula: C9H14N504P
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Acgk Formala:

Molektler Agirhgr: 287.212322 [g/mol]
Milli Tip Kitiphanes kayit numaras (CAS No): 147127-20-6

3.1.1.2. Kromozom M edyumu

Bu calismada Peripheral Blood Karyotyping Complete Medium (Bio.End.,
01-201-1B), htcre kalturd igin kullaniddi. Bu medyum her tiipe 5 ml olacak sekilde
paylastirildi ve bu miktarlarda kullanildi. Kaltdr tUpleri steril olarak temin edildi.

3.1.1.3. Hipotonik

Hipotonik olarak 0,040 M’ lik KCI kullamldi. Her preparasyondan yaklasik
2 saat once yeteri kadar miktar hazirlanip kullammm amacina gore 37 °C deki
inkUbatorde bekletildi.

3.1.1.4. Fiksatif

MN icin yapilan cikarimda iki farkh fiksatif kullamldi. Ilk fiksatif 1 birim
glasiyal asetik asitin 5 birim metanol ile karistirildiktan sonra 1/1 oraminda % 0,9

NaCl ile seyreltilmesiyle hazirlandi. Diger fiksatifler ise NaCl ilave edilmeden, 1
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birim glasial asetik asitin 3 birim metanol ile karstirilmasi ile hazirlandi. Fiksatif,

her seferinde preparat yapim isleminden iki saat 6nce hazirlanip +4 °C’  de saklandi.
3.1.1.5. Giemsa

Giemsa boyasi (Merck, 9204) distile su icinde % 6'lik boya eriyigi olarak
hazirland: ve preparatlarin boyanmasinda kullanildi.

3.1.1.6. Entellan

Preparat kapatma solUsyonudur (Merck, 7961). Preparatlar daimi hale
getirilirken lam ve lamelin birbirlerine yapistirilmasinda kullanil di.

3.1.1.7. DNA izolasyon Kiti

DNA izolasyonu igin, Roche Diagnostic, GmbH, Mannheim, Germany
manuel izolasyon kiti kullanildi.

3.1.2. Kullamlan Deney Ekipmanlari
3.1.2.1. Hassas Terazi

Kimyasallarin tartiimasinda 0,001 gr hassasiyetindeki terazi (Precisa)
kullanildi.

3.1.2.2. Santrifuj

Rotor ¢ap1 21 cm olan ve 4000 rpm’'ye kadar yikselebilen devir hizi, 99
dakikalik zaman ayarlayici ve 28 tip kapasiteli santriftij (Hettich Universal)
calismalarda kullanildh.
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3.1.2.3. Mikroskop

Koordinat cetveli ve immersiyon objektifi olan binokuler 1sik mikroskobu
(Carl Zeiss) preparat incelemeleri sirasinda kullanildh.

3.1.2.4. inkiibator

Hucrelerin 37 °C’ de inkiibe edilmesi igin inktbator (Nive EN500) kullanildh.

3.1.2.5. Flow Kabin (Steril Kabin)

Hucre kultard tdplerine kan ekiminin yapilmas,, test sollsyonlarinin
hazirlanmasi ve kultir tiplerine ilave edilmesi sirasinda steril bir ortam olarak, %
99,9 partikdl tutma 6zellikli filtreye sahip, UV ve floresan 1s1g1 olan flow kabin
(Labormed) kullanildh.

3.1.2.6. Su Banyosu

Hucre kdlturind hazirlamak amaciyla kullanilan donmus besiyerini eritmek
amaciyla 0-60 °C’ye ayarlanabilir su banyosu (Memmert) kullanldh.

3.1.2.7. Vorteks

Vorteks, harvest isleminde hipotonik ve fiksatif eklenme asamasinda
kullanld.

3.1.2.8. s Blogu

DNA izolasyonu sirasinda Biosan marka 1st blogu kullanildi.

3.2. Calisma Plam

Arastirma, iki calisma grubu ile yaratald. 1. grup saglikli bireylerden olusan
bir kontrol grubu iken, 2. grup tenofovir kullamm stresine bagli olarak (gunluk 245



mg x 1) kronik hepatit B hastalarindan olusturuldu. Hasta grubundan olusan 2. Grup
icerisinde; hepatit B tarmisi almis ancak ilag kullanmayan hastalar grup A, 6 ay ilag
kullanan hastalar grup B ve ilaci 12 ay kullanan hastalar grup C olarak gosterildi
(Tablo 3.1.).

Tablo 3.1. Deney gruplart.

Gruplar Denek Sayis
Saglikli Kontrol Grubu 15
Grup A (Tedavi gdrmeyen 10
HBV hastalari)
-]
§ Grup B (0-6 ay tenofovir 10
o
g kullanmis HBV hastalari)
T
Grup C (12+ ay tenofovir 10
kullanmis HBV hastalari)

Hasta ve kontrol grubundaki her bireyden periferik vendz kan ornegi 5 ml
heparinle yikanmis enjektor ve 3 ml EDTA’l1 tuplerde alindi. Alinan ornekler
Uzerinde sitogenetik ve molekiler analizler yapildi. Sitogenetik olarak MN sayisi ile
M1 incelendi ve molekiler olarak; DNA izolasyonu yapildiktan sonra gercek zamanli
PZR (Real Time PCR) ile APE1l Asp148Glu, XRCC1 Argl94Trp, XRCC1
Arg399GIn ve XPD Lys751GIn tamir genlerinin polimorfizmleri incelendi.
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3.3. Sitogenetik Analizler
3.3.1. HucreKdualturinin Yapilmas ve Preparatlarin Hazirlanmas

Hasta ve kontrol gruplarindaki bireylerden 1/10 oramnda heparinize edilmis
enjektor ile 5cc olarak alinan kan ornekleri 5’er ml’lik kromozom medyumlarina
steril sartlarda 0,4 ml ekildi. Hicreler inkiibatdrde 37 °C’de 72 saat icin inklibasyona
birakildi (83).

72 saatlik kiltor sonunda MN ve MI incelemesi igin ¢ikarim (harvest) islemi
uygulanarak preparatlar boyamaya hazir hale getirildi. Kultdr siresi olan 72. saatin
bitiminde kultdr tdpleri 1700 rpm’de 10 dk santrif()j edildi, sipernatant atildi. Dipte
kalan ve hicreleri ihtiva eden 0,5-0,7 ml'lik sivi pellet vorteks ile iyice
karstirildiktan sonra ttiplere etiivde 37 °C’ de tutulan hipotonik eriyik ilave edildi. Bu
eriyigin ilavesi damla damla ve vorteks ile karstirilarak yapildi. Her tipe 8 ml
hipotonik eriyik ilave edildikten sonra tupler, agz1 kapatilarak 7 dakika inklbatdrde
bekletildi. Sirenin sonunda ttpler 10 dk 1700 rpm’'de santrifllj edildi, slpernatant
atildi. Hipotonik eriyik ilavesi gibi yavas yavas ve karistirarak her tipe 6 ml soguk
fiksatif ve NaCl ¢Ozeltisi 1:1 oramnda ilave edildi. Hicreler 1700 rpm’'de 10 dk
santrif(j edildi ve stipernatant atildiktan sonratiiplere fiksatif ilave edildi. Bu islem 3
kere tekrarlandi. 3. fiksatif muamelesinin sonunda tipte kalan sivinin tamamen
berraklastigi goruldi. Eger sivi berraklasmamissa tekrar fiksatif muamelesine devam
edildi. Son santrifijden sonra dipte 0,5-0,7 ml sivi kalacak sekilde sipernatant
atildiktan sonra preparat hazirlama islemine gegildi. TUpUn dibinde toplanan hiicreler
pasteur pipeti ile karstirilarak homojen hale getirildi. Pasteur pipetine 4-5 damla
olacak sekilde bu hiicre stispansiyonundan cekildi. Pasteur pipetinden, daha 6nce
temizlenmis ve saf su icerisinde buzdolabinda saklanmig lamlarin tizerine 50-75 cm
yukseklikten farkli alanlara 1’ er damla olmak tizere hiicre stispansiyonu damlatilarak
(her lama 3-4 damla) hicrelerin lam Uzerinde yayilmasi saglandi. Hucre
slispansiyonunun lamlara damlatilmas: esnasinda damlalarin Gst Uste dismemesine
dikkat edildi. Bu sekilde hazirlanan preparatlar kurumak Uzere 24 saat oda isisinda
bekletildi (84).
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3.3.2. Preparatlarin Boyanmas

Hazirlanan preparatlar % 5’ lik giemsa boyasi ile 10 dakika boyunca boyand.
Bu sirenin sonunda preparatlar boyadan cikarildi, U¢ ayr1 kaptaki saf su icinden
gegirilerek preparatlar Uzerindeki fazla boyamn akmasi saglandi. Bundan sonra
preparatlar dik vaziyette konularak kurumaya birakildi. Kuruyan preparatlar entellan
ile kapatilarak daimi hale getirildi. Entellan kuruduktan sonra bu daimi preparatlarda
mikroskobik incelemeler yapildi (43, 68).

3.3.3. Mikroskobik inceleme

Hazirlanmig olan daimi preparatlar Carl Zeiss 11k mikroskobunda 40’11k
objektif ile incelendi (x400). Bu incelemeler sirasinda her bir bireyden hazirlanan
preparatlardan MN analizi i¢in 1000 hiicre; M1 analizi igin 3000 hticre sayildi, bu
verilerden MN ylzdesi belirlendi (85).

3.3.3.1. MN Sayisinin Saptanmas

MN ayirim Fenech (2003) tarafindan belirlenen kriterlere gore yapildi. Bu
kriterlere gore;
1. Ana nikleus ve MN, niukleus zariyla gevrili yuvarlak ya da oval olmalidir,
2. MN’ler ana nikleusun 1/3'Gnden kicik ve 1/16'sindan bilyik olduklarinda
degerlendirilmelidir,
3. MN’ ler ana niikleus gibi boyanmalidir,
4. MN’ ler ana nikleustan acik bir sekilde ayrilmis olmalidir.

MN'nin hesaplanmasi kimyasal veya fiziksel bir maddenin sitotoksik etkisini
gostermede 6nemli bilgiler saglar (86). MN icin her preparatta toplam 1000 hticre
sayildh.

3.3.3.2. Mitotik indeksin (M1) Saptanmasi

Tenofovirin mitoz bdlinme Gzerindeki etkilerini belirlemek amaci ile MN
icin hazirlanmis preparatlarda toplam 3000 hiicre incelendi ve bunlar arasinda mitoz
boliinme geciren hicrelerin sayisi kaydedildi. Mitoz geciren hicrelerin oran
asagidaki formile gore hesaplanarak yizde cinsinden MI belirlendi (83).
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MI= Metafazdaki hiicre sayisi (M) x 100/ N

N: Toplam hiicre sayisi

3.4. Molekiler Analizler
3.4.1. DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu igin, calisma gruplarindaki bireylerden alinan 2
ml periferik kan, antikoagulant olarak EDTA igeren tUplere alindi. DNA izolasyonu
icin “High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche Diagnostics Mannheim,
Germany)” kullamld.
Her hastaiicin:
200ul Elution Buffer, ependorfa eklenerek, son islemde kullanmlimak
Uzere 1s1 blogunda 70 °C’ de bekletildi.
200 pl kan ependorf tiplerine konuldu.
Kanin tzerine 200 pl Binding Buffer eklendi.
40 ul Proteinaz K eklendi.
Karisim vortekslendikten sonra 70°C 1s1 blogunda 10 dakika bekletildi.
Is1 blogundan alindiktan sonra, 100 pl izopropanol eklenerek karistirildi.
TUm karisim filtreli tiplere aktarildi ve 8000 rpm’de 1 dakika santrifij
sonrasinda kolonun altindaki kolleksiyon tupl atildi ve yeni kolleksiyon
tlp takild.
500 pl Removal Buffer eklendi. Ve 8000 rpm'de 1 dakika santrifdj
sonrasinda kolonun altindaki kolleksiyon tupu atilir ve yeni kolleksiyon
tUp takild.
Iki kez 500 pl Wash Buffer eklenerek yikama islemi tekrarlandh.
En son 1s1 blogundaki Elution Buffer eklenip santrifdij islemi tekrarlandi
ve DNA'nin filtreden alt tiipe gegmesi sagland:.
Tlpte izole olan DNA ependorf tuptne konularak istenildigi zaman
kullanilmak Uizere -20°C’ de bekletildi.
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3.4.2. Gergek Zamanh PZR (PCR)

Polimorfizmlerin belirlenmesi igin ilgili gen bolgesi bir ¢ift primer ve
floresan-isaretli prob kullamlarak cogaltildi. Bu asamada LightSNiP assay (TIB-
MolBiol, Berlin, Germany) ve “LC™ LightCycler FastStart DNA Master HybProbe
Kit” kullamlarak LightCycler 2.0 (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)
cihazinda erime egrisi analizine gore yapildi. Reaksiyon karigimi bir hasta igin 20 pl
hacimde 5 ul genomik DNA, 2 ul LC™ FastStart DNA Master miks, 1 pl of reagent
mix, 1.2 pl of MgCl; (25 mM) and 10.8 pl H,O olmak Uzere hasta sayisina uygun
olarak hazirlandi ve cam kapiler tiplere dagitildi. Kapilerler kapatilarak cihaza
yerlestirildi.

Cihazin PCR programi; 95°C'de 10 dakika baslangic denetlirasyonunun
ardindan; 95°C’ de 10 saniye denattirasyon, 60°C’ de 10 saniye baglanma ve 72 °C’de
15 sn uzamay: igeren 45 dongu olarak ve erime egrisi analizi igin, 95°C’de 20 sn
denatlrasyonu takiben 1st degisim oram 20°C/sn olacak sekilde 40°C'ye kadar
sogutma, sonra 1si degisim orani 0.2°C/sn olacak sekilde 85°C’ ye kadar tekrar 1sitma
son olarak tekrar 40°C’ de 30 sn son sogutma olacak sekilde ayarlandh.

Her mutasyon igin olgularin genotiplendirilmeleri, ¢calisma sonrasinda olusan
erime derecelerine (melting temperature, Tm) gore belirlendi.

3.5. istatistiksel Analiz

Sitogenetik analizler sonucunda elde edilen MN, M, polintkleer ve nikleus
anomalisi parametrelerine ait verilerin istatistiksel degerlendirmelerinde “Windows
for SPSS Version 21” yazilim programi kullanldi. Olgulebilir veriler median,
minimum ve maximum olarak sunuldu. Orneklem sayisi (n)<50 oldugu icin Shapiro-
Wilk normallik testi ile degiskenlerin normal dagilim gostermedigi saptandi
(p<0.05). MN ve MI verilerinin gruplar arasi karsilastiriimasinda Kruskal-Wallis
varyans analizi, Mann-Whitney U testi ve Connover testleri kullamldi. P<0.05,
istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.

Verilerden elde edilen molekiler analizlerin sonucuna gore; APEL
Asp148Glu, XRCC1 Argl94Trp, XRCC1 Arg399GIn ve XPD Lys751GIn gen
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polimorfizmlerinin kontrol ve hasta gruplarina ait genotip ve allel dagilimlarinin
karsilastirilmasinda ¢cok gozlu ki-kare testi kullanildi. APE1 Aspl48Glu, XRCC1
Argl94Trp, XRCC1 Arg399GIn ve XPD Lys751GIn gen polimorfizmleri ile
mikrontikleus frekans iliskist Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Bulgular degerlendirilirken, hasta grubu icerisinde; hepatit B tamsi almis
ancak ilag kullanmayan hastalar grup A, 0-6 ay ilag kullanan hastalar grup B ve ilaci
12+ ay kullanan hastalar grup C olarak gosterilmistir.

4.1. Sitogenetik Analizlerden Elde Edilen Bulgular

4.1.1. Tenofovir Disoproksil Fumarat’in Mikroniikleus Olusumu Uzerine
Etkileri

TUm parametreler icin 6rneklem sayist (n) <50 oldugundan dolay: normallik
testi icin Shapiro-Wilk testi kullanildi. MN igin yapilan normallik testi sonucuna
gore gruplar arasinda normal bir dagilim olmadig: saptanmustir.

MN sikligim incelemek GUzere MN degeri yiuzde (%) olarak hesapland.
Kontrol grubunda karsilastirmada kullaniimak izere median 0,100 bulunurken; Hasta
grubu icerisinde; Grup A’da 0,200, Grup B’de 0,350 ve Grup C'de 0, 200 olarak
bulundu. Tum hasta gruplari birlikte kontrole gore kiyaslandigi zaman istatistiksel
olarak aralarinda anlaml1 fark oldugu tespit edilmistir (p <0.05) (Tablo 4.1.).

Tablo 4.1. Kontrol grubu ve hasta gruplarindan elde edilen periferal lenfositlerinde
MN’li hiicre yiizdesi.

Gruplar Mikrontukleus

Median (Min-Max)

Kontrol Grubu 0,100 (0,00-0,40)
5 Grup A

g 0,200 (0,00-0,40)
® | GrupB

% 0,350 (0,20-0,90)
T GrupC

0,200 (0,20-0,80)
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Hasta gruplart MN frekansi bakimindan grup ici karsilastirildiginda gruplar
arasinda anlamli fark bulunamamistir. Dolayisi ile hastalik tamst almig ancak ilag
tedavisi baslamamis hastalar ile ilag tedavisi alan hastalar arasinda 6nemli farklilik
saptanamamistir (Tablo 4.2.).

Tablo 4.2. Hagta gruplarimin MN’li hticre ytizdesi.

Hasta Gruplari Mikronukleus
Median (Min-Max)
Grup A 0,200 (0,00-0,40)
GrupB-C 0,250 (0,10-0,90)

Yapilan mikroskobik incelemelerde tek mikronikleuslu ve cift
mikronukleuslu hiicrelere rastlanmustir (Sekil 4.1.).

Sekil 4.1. MN igeren hiicre ile mitoz bdltinme geciren hticre



Sekil 4.2. ki MN’ li hticre

Sekil 4.3. MN igeren hiicre
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4.1.2. Tenofovir Disproksil Fumarat’in Mitotik indeks (M 1) Uzerine Etkileri

Tenofovir'in mitoz bolinme Uzerindeki etkisini belirlemek Uzere M1 degeri
saptanmistir. Mitotik indeks icin gruplar normallik testi ile bakildiginda normal
dagilim gostermedigi bulunmustur.

M1 icin karsilastirma yapmak tizere kontrol grubu mediam 2,100; hasta grubu
icerisinde Grup A 4,400; Grup B 3,450; Grup C 4,300 olarak bulunmustur. Tam
gruplar MI'ya gore kiyaslandigi zaman aralarinda anlamli bir fark oldugu tespit
edilmistir (Tablo 4.3.).

Tablo 4.3. Kontrol grubu ve hasta gruplarindan elde edilen periferal lenfositlerinde
M1’ 11 hiicre ytizdesi.

Gruplar Mitotik Indeks

Median (Min-M ax)

Kontrol Grubu 2,100 (1,17-4,00)

Grup A 4,400 (3,33-7,17)
5
S

5 | GupB 3,450% (1,60-5,20)
©
g
T

Grup C 4,300* (2,70-7,27)

* Kontrol ile karsilastirmada fark anlamli. p<0,05



MI’ ya gore, hasta gruplar1 arasinda Hepatit B tamsi almis ancak ilag
kullanmayan hasta grubu ile ilag kullanan hasta grubu karsilastirildiginda aralarinda
anlaml1 bir fark tespit edilememistir (Tablo 4.4.).

Tablo 4.4. Uygulama gruplarinin M1’ hiicre ytizdes.

Hasta Gruplar: Mitotik Indeks
Median (Min-M ax)
Grup A 4,400 (3,33-7,17)
Grup B-C 3,865 (1,60-7,27)

4.2. Molekuler Analizlerden Elde Edilen Bulgular
4.2.1. XPD Lys751GIn Gen Polimorfizmi

Ilag kullamm siiresine goére gruplandirilmis olan Hepatit B hastalarindan
olusan hasta gruplar1 ile kontrol grubundaki bireylerin XPD Lys751GIn polimorfizmi
bakimindan genotiplerini  belirlemek Uzere gergek zamanli-PZR calismasi
yapilmistir.  XPD Lys751GIn  polimorfizmi  bakimindan hasta ve kontrol
gruplarimizdaki genotip ve allel dagilimlari hesaplanmis olup Tablo 4.5. ve Tablo
4.6." daverilmistir.

Bulgularimiza gore; kontrol grubumuzda genotip frekanslar: Lys/Lys % 20,
Lys/GIn % 60 ve GIn/GIn % 20 olarak belirlenmistir. (p>0.05).

Hasta gruplarimizin genotip frekans oranlar: ise: Grup A’da Lys/Lys genotip
frekanst % 20 Lys/GlIn ve GIn/GIn genotip frekanslari ise % 40 olarak belirlenmistir.
Grup B’de Lys/Lys genotip frekanst % 40, Lys/GlIn ve GIn/GIn genotip frekanslar:t %
30 olarak belirlenmistir. Grup C'de Lys/Lys, Lys/GIn ve GIn/GIn genotip frekanslari
sirast ile % 30, % 60 ve % 10 olarak belirlenmistir.
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Genotip frekanslari bakimindan tim gruplar elde edilen verilere gore
istatistiksel olarak degerlendirildiginde aralarindaki farkin anlamli  olmadig:
belirlenmistir (p>0.05) (Tablo 4.5.).

Ilag kullamm siiresine gore gruplandiriimis olan Hepatit B hastalarindan
olusan hasta gruplar1 ile kontrol grubumuzu olusturan bireyler allel dagilimlar:
bakimindan da degerlendirilmis olup sonuglar Tablo 4.6."da verilmistir.

Elde edilen verilere gore; kontrol grubunda Lys allel frekanst % 50 ve Gln
alel frekansi yine % 50 olarak hesaplanmustir.

Hasta gruplar1 icerisinde Grup A’da XPD kodon 751, Lys allel frekansi % 40
GlIn allel frekanst % 60 Grup B’de Lys allel frekanst % 55, GIn allel frekansi % 45
ve Grup Cde ise Lys alel frekanst % 60 GIn allel frekansi % 40 olarak
belirlenmistir.

Allel  sikhigr bakimindan elde edilen veriler istatistiksel olarak
degerlendirildiginde gruplar arasindaki farkin 6nemli olmadigi belirlenmistir
(p>0.05) (Tablo 4.6.).

Tablo 4.5. Hasta ve kontrol gruplarinda XPD Lys751GIn polimorfizmi bakimindan
genotip dagilim.

Gruplar XPD Genotip Frekans Toplam
N (%) N (%)
Lys/Lys LygGIn GIn/GIn
Kontrol 3(20,0) 9(60,00 | 3(20,00 | 15(100,0)
Grup A 2 (20,0) 4 (40,00 | 4(40,00 | 10(100,0)
-
S
3 Grup B 4 (40,0) 3(30,00 | 3(30,00 | 10, (100,0)
©
% GrupC 3(30,0) 6(60,00 | 1(10,0) | 10(100,0)
Toplam 12(26,7) | 22(48,9) | 11(24,4) | 45(100,0)




46

Tablo 4.6. Hastave kontrol gruplarinda XPD Lys751GIn polimorfizmi bakimindan

alel dagilim.
Gruplar XPD Allel Frekans Toplam
N (%) N (%)
LysAlleli | GInAlleli
Kontrol 15 (50,0) 15 (50,0) 30 (100,0)
Grup A 8 (40,0) 12 (60,0 20 (100,0)
-
5
%) Grup B 11 (55,0) 9 (45,0) 20 (100,0)
©
% GrupC 12 (60,0) 8 (40,0) 20 (100,0)
Toplam 46 (51,1) 44 (48,9) 90 (100,0)

4.2.2. XRCC1Argl94Trp Gen Polimorfizmi

Ilag kullamm siiresine goére gruplandirilmis olan Hepatit B hastalarindan
olusan hasta gruplart ile kontrol gruplarindaki bireylerin XRCC1 Argl94Trp
polimorfizmi  bakimindan genotiplerini  belirlemek (zere gergek zamanli-PZR
calismas: yapilmistir. Elde edilen bu sonuglar ile her grupta XRCC1 Argl94Trp
polimorfizmi icin genotip ve alel dagilimlart hesaplanmis olup sirasiyla Tablo 4.7.
ve Tablo 4.8." de verilmistir.

Elde edilen verilere gore kontrol grubunda Arg/Arg genotip frekans: % 100
olarak belirlenmis olup Arg/Trp ve Trp/Trp genotipine sahip bireylere
rastlanmamustir.

Hasta gruplarin icersinde sirasiyla; Grup A’ da genotip frekanslari Arg/Arg %
80, Arg/Trp % 10 ve Trp/Trp ise % 10 olarak belirlenmistir. Grup B’de Arg/Arg
genotip frekanst % 90, Trp/Trp genotip frekanst % 10 olarak belirlenmis iken
Arg/Trp genotipine sahip bireye rastlanamamustir. Grup C'de ise Arg/Arg genotip
frekanst % 80 ve Arg/Trp genotip frekanst % 20 olarak belirlenmis iken Trp/Trp
genotipine sahip birey olmadig: tespit edilmistir.
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Genotip frekanslari  bakimindan elde kontrol ve hasta gruplart
degerlendirildiginde gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadig:
tespit edilmistir (p>0.05) (Tablo 4.7.).

Ilag kullamm siiresine goére gruplandirilmis olan Hepatit B hastalarindan
olusan hasta gruplar: ile kontrol gruplarindaki bireyler allel dagilimlar1 bakimindan
da degerlendirilmis olup sonuclar Tablo 4.8.’de verilmistir. Buna gore kontrol
grubunda Arg allel frekansi % 100 ve Trp alleline sahip birey bulunmadigindan Trp
allel frekansi % O olarak hesaplanmustir.

Hasta gruplar: icerisindeki allel frekanslarinda; Grup A’ da XRCC1 kodon
194, Arg allel frekanst % 85 Trp allel frekansi ise % 15 Grup B’ de Arg alel frekansi
% 90, Trp allel frekanst % 10 ve Grup C'de Arg allel frekanst % 90, Trp alel
frekanst % 10 olarak belirlenmistir.

Allel  skligi bakimindan elde edilen veriler istatistiksel olarak
degerlendirildiginde gruplar arasindaki farkin 6nemli olmadigi belirlenmistir
(p>0.05) (Tablo 4.8.).

Tablo 4.7. Hasta ve kontrol gruplarinda XRCC1 Argl94Trp polimorfizmi
bakimindan genotip dagilim.

Gruplar XRCC1-194 Genotip Frekans Toplam
N (%) N (%)
Arg/Arg Arg/Trp | Trp/Trp
Kontrol 15 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 15 (100,0)
Grup A 8 (80,0) 1(10,0) | 1(10,00 | 10 (100,0)
-
5
3 Grup B 9 (90,0) 0(0,00 | 1(10,0) | 10(100,0)
©
% GrupC 8 (80,0) 2(20,0) | 0(0,0) 10 (100,0)
Toplam 40 (88,9) 3(6,7) 2(4,4) | 45(100,0)
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Tablo 4.8. Hasta ve kontrol gruplarinda XRCC1 Arg194Trp polimorfizmi
bakimindan allel dagilim.

XRCC1-194 Allel Frekans Toplam
Gruplar N (%) N (%)
Arg Alleli Trp Alleli
Kontrol 30 (100,0) 0(0,0) 30 (100,0)
Grup A 17 (85,0) 3(15,0) 20 (100,0)
-
5
) GrupB 18 (90,0) 2 (10,0) 20 (100,0)
©
% GrupC 18 (90,0) 2 (10,0) 20 (100,0)
Toplam 83(92,0) 7(7,8) 90 (100,0)

4.2.3. XRCC1 Arg399GIn Gen Polimorfizmi

Ilag kullaim siiresine gore gruplandiriimis olan Hepatit B hastalarindan
olusan hasta gruplart ile kontrol gruplarindaki bireylerin XRCC1 Arg399GIn
polimorfizmi  bakimindan genotiplerini  belirlemek (zere gergek zamanli-PZR
calismasi yapilmustir. Elde edilen bu sonuglar ile her grupta XRCC1 Arg399GIn
polimorfizmi icin genotip ve alel dagilimlari hesaplanmis olup sirasiyla Tablo 4.9.
ve Tablo 4.10.’da verilmistir.

Elde edilen verilere gore kontrol grubunda Arg/Arg genotip frekanst % 26,7,
Arg/GIn genotip frekansi % 66,7 ve GIn/GIn genotipinin frekansi ise % 6,7 olarak
Ssaptanmustir.

Hasta gruplarimizda ise; Grup A’da Arg/Arg genotip frekanst % 30, Arg/GIn
genotip frekanst % 60 ve GIn/GIn genotip frekansinin ise% 10 Grup B’de genotip
frekanslart Arg/Arg % 40, Arg/Gin % 40 ve GIn/GIn % 20 ve Grup C'de Arg/Arg
genotip frekans: % 50, Arg/Gln genotip frekanst % 30 ve GIn/GIn genotip frekanst
ise % 20 olarak bulunmustur.




49

Genotip  frekanslari  bakimindan  tUm  gruplar  istatistiksel  olarak
degerlendirildiginde gruplar arasindaki farkin anlamli olmadig1 tespit edilmistir
(p>0.05) (Tablo 4.9.).

Ilag kullamm sliresine gore gruplandirilmis olan Hepatit B hastalarindan
olusan hasta gruplar ile kontrol gruplarindaki bireyler allel dagilimlar1 bakimindan
da degerlendirilmis olup sonuglar Tablo 4.10.’da verilmistir. Buna gére kontrol
grubunda Arg allel frekanst % 60 olarak ve GIn allel frekanst % 40 olarak
hesaplanmustir.

Hasta gruplari icerisinde; Grup A'da XRCC1 kodon 399, Arg alel alel
frekanst % 60, GIn allel frekansi % 40, Grup B’ de, Arg allel frekansi % 60, Trp allel
frekanst % 40 ve Grup C'de ise, Arg allel frekanst % 65, GIn allel frekans: % 35
olarak belirlenmistir.

Allel  sikligi  bakimindan elde edilen veriler istatistiksel olarak
degerlendirildiginde gruplar arasindaki farkin 6nemli olmadigi belirlenmistir
(p>0.05) (Tablo 4.10.).

Tablo 4.9. Hasta ve Kontrol Gruplarinda XRCC1 Arg399GIn polimorfizmi
bakimindan genotip dagilim.

Gruplar XRCC1-399 Genotip Frekans Toplam
N (%) N (%)
Arg/Arg | Arg/GIn | GIn/GIn

Kontrol 4(26,7) | 10(66,7) | 1(6,7) | 15(100,0)

Grup A 3(30,00 | 6(60,00 | 1(10,0) | 10(100,0)
-
o]
o

o) Grup B 4 (40,00 | 4(40,00 | 2(20,0) | 10 (100,0)
©

% Grup C 5(50,0) | 3(30,00 | 2(20,0) | 10(100,0)

Toplam 16 (35,6) | 23(51,1) | 6(13,3) | 45(100,0)
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Tablo 4.10. Hasta ve Kontrol Gruplarinda XRCC1 Arg399GIn polimorfizmi
bakimindan allel dagilim.

XRCC1- 399 Allel Frekans Toplam
Gruplar N (%) N (%)
Arg Alleli Gln Alleli
Kontrol 18(60,0) 12 (40,0) 30 (100,0)
Grup A 12 (60,0 8 (40,0) 20 (100,0)
-
5
® |CrupB 12 (60,0) 8 (40,0) 20 (100,0)
©
B
T |GrupC 13 (65,0) 7 (35,0) 20 (100,0)
Toplam 55 (61,1) 35(38,9) 90 (100,0)

4.2.4. APE1 Asp148Glu Gen Polimorfizmi

Ilag kullamm siiresine gore gruplandiriimis olan Hepatit B hastalarindan
olusan hasta gruplari ile kontrol gruplarindaki bireylerin APE1 Asp148GIn
polimorfizmi  bakimindan genotiplerini  belirlemek (zere gergek zamanli-PZR
calismas: yapilmistir. Elde edilen bu sonuglar ile her grupta APE1 Aspl48GIn
polimorfizmi igin genotip ve allel dagilimlar: hesaplanmis olup Tablo 4.11. ve Tablo
4.12. de verilmistir.

Elde edilen verilere gore kontrol grubunda Asp/Asp genotip frekanst % 60,
Asp/Glu genotip frekanst %26,7 ve Glu/Glu genotip frekanst % 13,3 olarak
saptanmustir.

Hasta gruplarinin genotip frekanslar: inceledigimizde ise; Grup A’da genotip
frekanslart Asp/Asp % 70, Asp/Glu % 30 olarak belirlenirken Glu/Glu genotipinden
ise bireye rastlanamamistir. Grup B’de Asp/Asp ve Asp/Glu genotip frekansilart %
40, Glu/Glu genotip frekanst ise % 20 olarak belirlenmistir. Grup C'de Arg/Arg
genotip frekanst % 80, Arg/Gln genotipine sahip bireye rastlanmamis iken; GIn/GIn
genotip frekansi ise % 20 olarak belirlenmistir.
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Kontrol grubu ile Grup A, B ve C'yi iceren uygulama gruplar1 genotip
frekanslar1 bakimindan istatistiksel olarak degerlendirildiginde gruplar arasindaki
farkin anlamli olmadhg: tespit edilmistir (p>0,05) (Tablo 4.11.) (Tablo 4.12.).

Ilag kullamm siiresine goére gruplandirilmis olan Hepatit B hastalarindan
olusan hasta gruplar: ile kontrol gruplarindaki bireyler allel dagilimlar1 bakimindan
da degerlendirilmis olup sonuglar Tablo 4.12.’de verilmistir. Buna gére kontrol
grubunda Asp allel frekanst % 73,3 ve Glu alel frekanst % 26,7 olarak
hesaplanmustir.

Hasta gruplar1 igerisinde Grup A’da APE1 Kodon 148 polimorfizminde, Asp
alel frekans: % 85, Glu allel frekanst % 15, Grup B’ de, Asp allel frekansi % 60,
Glu allel frekanst % 40, Grup C'de ise, Asp allel frekansi % 80, allel frekansi % 20
olarak belirlenmistir.

Allel  sikhigt bakimindan elde edilen veriler istatistiksel olarak
degerlendirildiginde gruplar arasindaki farkin 6nemli olmadigi belirlenmistir
(p>0.05) (Tablo 4.12.).

Tablo 4.11. APE1 Aspl148Glu polimorfizmi bakimindan genotip dagilim.

Gruplar APE1 Genotip Frekans Toplam
N (%) N (%)
Asp/Asp | Asp/Glu Glu/Glu
Kontrol 9(60,00 | 4(26,7 | 2(133) | 15(100,0)
Grup A 7(70,00 | 3(30,0) 0(0,0) 10 (100,0)
>
o)
&5 |GrupB 4(400) | 4(400) | 2(200) | 10(100,0)
©
% GrupC 8 (80,0) 0(0,0) 2(20,00 | 10(100,0)
Toplam 28(62,2) | 11(24,4) | 6(133) | 45(100,0)
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Tablo 4.12. APE1 Asp148Glu polimorfizmi bakimindan allel dagilimu.

Gruplar APE1 Allel Frekans Toplam
N (%) N (%)
Asp Alleli Glu Alleli
Kontrol 22(73,3) 8(26,7) 30 (100,0)
Grup A 17 (85,0) 3(15,0) 20 (100,0)
-
5
%) Grup B 12 (60,0) 8 (40,0) 20 (100,0)
©
% GrupC 16 (80,0) 4(20,0) 20 (100,0)
Toplam 67 (74,4) 23 (25,6) 90 (100,0)

4.2.5. Hasta ve Kontrol Gruplarinda XPD Lys751GIn, XRCC1 Argl94Trp,
XRCC1 Arg399GIn ve APE1 Asp149GIn Gen Polimorfizmleri ile MN liskis

Kontrol grubu ve hasta gruplarimizda belirledigimiz MN degerleri ile XPD
Lys751GIn, XRCC1 Argl94Trp, XRCC1 Arg399GIn ve APE1 Aspl49GIn gen
polimorfizmlerine ait genotipler arasindaki olast iliski bir arada degerlendirilmis olup
sonuclar Tablo 4.13." de gosterilmistir.

Kontrol ve hasta gruplarimiz bir arada degerlendirildiginde; XPD Lys751GIn
gen polimorfizmi bakimindan Lys/Lys genotipi 12 bireyde belirlenmis olup MN
sayisi, ortalama olarak % 3,25 olarak tespit edilmistir. Heterozigot LysGIn ve
homozigot mutant GIn/GIn genotiplerinin birlikteligi durumunda degerlendirme
yapildiginda ise bu genotiplere sahip 33 bireyde MN sayisi, ortalama olarak % 2,27
olarak tespit edilmistir. Istatistiksel olarak karsilastirildiklari zaman aralarinda
anlaml1 bir fark tespit edilememistir (p=0,28)

XRCC1 Argl94Trp gen polimorfizmi ve MN iliskisi degerlendirilmis olup
toplamda Arg/Arg genotipinde 40 birey ve ortalama % 2,57 MN sayist bulunurken
kalan 5 birey heterozigot Arg/Trp ve homozigot mutant Trp/Trp genotiplerinin
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birlikteligi durumunda % 2,20 oraninda MN sayist bulundugu tespit edilmistir.
Gruplar karsilastirildiginda istatistiksel olarak aralarinda anlamli bir fark olmadig:
belirlenmistir (p=0,77)

XRCC1 Arg399GIn gen polimorfizmi ve MN iliskisi degerlendirilmis olup
toplamda Arg/Arg genotipinde 16 birey ve ortalama % 3,06 MN sayisi bulunurken
kalan 29 birey heterozigot Arg/GIn ve homozigot mutant GIn/GIn genotiplerinin
birlikteligi durumunda % 2,24 oraninda MN sayist bulundugu tespit edilmistir.
Gruplar karsilastirildiginda istatistiksel olarak aralarinda anlamli bir fark olmadig:
belirlenmistir (p=0,30).

APE1 Aspl48GIn gen polimorfizmi ve MN iliskisi degerlendirilmis olup
toplamda Asp/Asp genotipinde 28 birey ve ortalama % 2,46 MN sayist bulunurken
kalan 17 birey heterozigot Asp/GIn ve homozigot mutant GIn/GIn genotiplerinin
birlikteligi durumunda % 2,64 oraninda MN sayist bulundugu tespit edilmistir.
Gruplar karsilastirildiginda istatistiksel olarak aralarinda anlamli bir fark olmadig:
belirlenmistir (p=0,64) .



Tablo 4.13. Kontrol gruplar1 ile hasta gruplarinda, XPD Lys751GIn, XRCC1 Arg194Trp, XRCC1 Arg399GIn ve APE1 Aspl149GIn

genotipleri ve MN frekansinin iliskisi.

Genotip Kontrol Grup A Grup B Grup C Toplam

N MN N MN N MN N MN N MN
XPD- Lys/Lys 3 0,07 2 0,30 4 0,45 3 0,43 12 3,25
Lys751GIn | LygGIn+GIn/GIn | 12 0,14 8 0,18 6 0,46 7 0,21 33 2,27
P 0,32 0,17 0,65 0,19 0,28
XRCC1- Arg/Arg 15 0,12 8 0,20 9 0,48 8 0,30 40 2,57
Argl94Trp | Arg/Trp+Trp/Trp | O - 2 0,25 1 0,20 2 0,20 5 2,20
P - 0,59 0,28 0,58 0,76
XRCC1- Arg/Arg 4 0,10 3 0,26 4 0,50 5 0,34 16 3,06
Arg399GIn | Arg/GIn+GIn/GIn | 11 0,13 7 0,18 6 0,43 5 0,22 29 2,24
P 0,73 0,29 0,91 0,44 0,30
APE1- Asp/Asp 9 0,11 7 0,21 4 0,52 8 0,28 28 2,46
Aspl48Glu | Asp/GIn+GIn/GIn | 6 0,15 3 0,20 6 0,41 2 0,25 17 2,64
P 0,35 0,81 0,50 0,78 0,64
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5. TARTISMA

HBV enfeksiyonu, dinya genelinde yaklasik 2 milyar kisinin etkilendigi
bunlarin da yaklasik 400 milyonunun kronik HBV tasiyicist oldugu 6énemli bir saglik
problemidir. HBV nedeniyle her yil siroz ve hepatoseliler karsinoma nedeniyle
Olenlerin say1st 500.000’ i gecmektedir (87).

Tenofovir, HBV tedavisinde etkin olan ve yaygin bir sekilde kullanilan
nikleotid analogu bir ilagtir. Tenofovir, virisin nikleotid revers transkriptaz
enzimini bloke ederek enfeksiyon olusumunu engeller (35, 88).

Bu calisma, kronik olarak hepatit B enfeksiyonu tedavisinde kullanilan
tenofovirin, olasi genotoksik etkileri ile bu genetik hasara karsi aktive olan DNA
onarim genlerinden APE1 Asp148Glu, XRCC1 Argl94Trp, XRCC1 Arg399GIn ve
XPD Lys751GlIn ile iliskisini arastirmak Gzere planlanmistir. Arastirma, hepatit B
tamist almis ancak ilag kullanmayan, tenofoviri 0-6 ay kullanan ve tenofoviri 12+ ay
kullanan hastalar ile saglikl1 kisilerden olusan kontrol grubu arasinda karsilastirilarak
yapilmistir.

Tenofovirin, hiicre bolinmesi Uzerine etkisinin olup olmadigim test etmek
icin calismaya katilan Kisilerin lenfosit hiicrelerinde mitotik indeks (MI) degerleri
hesaplanmistir. Calismada, tedavisine baslanmamis hepatit B hastalar1 ile tenofoviri
0-6 ay ve 12+ ay kullanmis hastalarin, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
Onemli oranda daha yiiksek degerde M1’ e sahip olduklar1 bulunmustur. Buna karsin,
hasta gruplar1 kendi arasinda karsilastirildiklari zaman, tedavi alan ve almayan
hastalar arasinda M| bakimindan anlamli fark tespit edilemedi. Bu bulgular Ml
seviyesindeki  artisin  tenofovirden  degil HBV’den kaynakli  oldugunu
dustindirmektedir. HBV tedavisinde kullamlan bazi ilaglarin genotoksik etkileri
bircok arastirici tarafindan in vitro olarak farkli test sistemleri ile kapsamli bir
sekilde test edilmis ve birbiriyle uyumlu olan pozitif sonuclar elde edilmistir.
Ornegin Thust ve arkadaslar: (1996), in vitro deney diizeneginde piirin grubununun
niikleozid analoglarindan olan acyclovir (ACV), valaciclovir (VACV), penciclovir
(PCV) ve ganciclovirin hicre bolinmesini geciktirerek MI’i disUrdigini tespit
etmislerdir (89). Yine Gonzales ve Larippa (1994)'nin yaptiklari calisma ile
nikleozid analoglarindan zidovudinin hiicre kinetigindeki gecikme sonucu MI’'de
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disUse neden oldugunu bildirilmistir (90). Benzer bir ¢alismada, Jain ve Andsorbhoy
(1988), zidovudinin mitokondri Ustiine etkisinde ATP Uretiminin baskilayarak M1’ i
azalttigim rapor etmiglerdir (91). SO0z konusu calismalarda, HBV tedavisinde
kullanilan tenofovir dis1 ilaglar MI'i azaltmaktadir. Buna karsin yaptigimiz ¢alismada
tenofovir kullanmmimin M1 Gzerine 6nemli bir etkisi olmadigi anlasilmistir. Bu
durumun, diger calismalarin aksine ¢aligmamizin in vivo uygulama ile yapilmasindan
dolay1 ilacin vicut igi metabolize olmasi ve etkinliginin degismesinden
kaynaklandigi  dusunilmektedir.  Arastirmamizda, MI Uzerine ilacin etkisi
olmamasina karsin HBV' nin, MI’i kontrol grubuna gore artirdigi gozlendi. Bu durum
ise HBV’nin hepatoseliler karsinomaya gidisin  bir gostergesi olarak
degerlendirilebilir. Tabi bunun sdylenebilmesi igin bu konuda daha fazla arastirma
yapilmas: gerekmektedir.

Tenofovir'in ve HBV’'nin genotoksik etkilerini saptamanin en 6nemli
teslerinden biri de mikronikleus (MN) analizidir. MN’ler, hicrelerde mitoz
boliinme esnasinda ortaya ¢ikan esas c¢ekirdege dahil olmayan, tam kromozom
fragmentlerinden meydana gelen olusumlardir. MN sayisindaki artis, ¢esitli gjanlarin
hicrelerde olusturdugu sayisal ve yapisal kromozomal duzensizliklerin indirekt
gosergesidir (44). MN, hem klastojenik hem de anojenik mekanizmalar sonucu
olusabilmektedir (92). MN frekansindaki artis, klastojenitenin bir gostergesi olup, bu
da genetik hastaliklar1 ve kanser riskini arttirir. Epidemiyolojik calismalar, yiksek
frekanstaki MN olusumu ile kanser riski arasinda pozitif bir iliski oldugunu
gostermektedir (93). Yaptigimiz arastrmada, hasta gruplarindaki MN sikliginin
saglikli bireylerden olusan kontrol grubuna gore istatistiksel olarak dnemli seviyede
yiksek oldugu tespit edilmistir. Ancak, hepatit B hastasi olup henliz tedavi
uygulanmayan, 0-6 ay ve 12+ ay tenofovir tedavisi almis olan hasta gruplar1 kendi
arasinda kiyaslandiginda istatistiki olarak anlamli bir fark tespit edilememistir.
Dolayisiyla MN frekansindaki artisin tenofovir kaynakli degil de HBV kaynakli
oldugu belirlenmistir. Literatir taramalarinda tenofovir ilaci ile benzer etki
mekanizmasina sahip olan diger antiretrovirallere dair calismalara rastlandi. Ornegin,
azidotimidinin kultdr hiicrelerinde MN olusumuna neden oldugu bildirilmistir (10).
Gonzales ve Larippa (90), Cin hemstir ovaryum hicrelerinde, Stern (94), CD4
lenfositlerinde; Aruna ve Jagetia (95) HelLa hiicrelerinde azidotimidinin doza bagl:
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olarak MN sikligint artirdigim bildirmiglerdir.  Phillips ve arkadaglar1 (1991) ise
benzer ilag grubundan olan didanozin ile muamele edilen disi farelerin
eritrositlerinde MN artisi meydana geldigini saptamislardir (96). Azidotimidin ve
zidovudine maruz kalan fare yavrularinda dogumdan sonra beslenme ve emmenin
ardindan, eritrositlerdeki MN sikliginda sira dis1 bir artis bulmuslardir. Bayram S,
insan periferal lenfositlerinde in vivo lamivudin uygulamasi ile MN frekansinin
Onemli oranda arttigint bildirmistir (97). Bu bulgularin aksine Tungeln ve arkadaslar1
(2002) lamivudine maruz kalan farelerin kemik iligindeki eritrositlerinde MN
olusumunun artmadigimt  tespit etmislerdir (98). Cogu arastirmamn aksine,
arastrmamizda tenofovirin MN sikliginda dnemli bir etkisi olmadig: tespit edildi.
Calismalarin arasindaki bu farklilik uygulamanin in vivo veyain vitro yapilmasindan
kaynaklanabilir. Caligmalardaki doz miktarinin farkliligimin da etkili oldugu
distnul mektedir.

Calismamizda ilacin MN artisina dair etkisini bulamamiza karsin HBV ' nin
MN sikligini istatistiksel olarak onemli oranda artircig tespit edilmistir. Kronik
HBV enfeksiyonunun en 6nemli komplikasyonlarindan biri, de novo kanserin
gelismesi ve timaor olusma riskinin artmasidir (99). HBV, sadece konak¢i hepatosit
genomunu degil ayn1 zamanda kan htcreleri gibi diger hiicreleri de etkilemektedir.
HBV girisi, genetik rekombinasyonlara ve kromozomal instabiliteye neden olur.
HBV, farkli viral proteinlerin sentezlenmesini saglar. Mesela; HBV ¢ekirdek proteini
histonlarla iliski kurar, kromozomal yapiy: etkiler ve kromozom kondensasyonunu
degistirerek MN olusumuna neden olabilir (100). Bir ¢aligma sonucunda gosterilmis
ki; HBV geni, genoma entegre olarak hiicre dongusli kontrol noktalarim ve hiicresel
proliferasyonu bozar, genomik instabiliteyi etkileyerek mutasyon birikimi ve MN
olusumuna neden olur (101). Hasta, HB X geni, hepatoseliler karsinomanin
olusumuna da neden olmaktadir (102). Bu durumda, bizim arastirmanuz sonucuna
gore, tenofovirin insan periferal lenfositlerinde, MN olusumunu uyaracak sekilde
klastojenik etkisi olmadigim ancak HBV’ nin MN sikligini arttirdigint syleyebiliriz.

Tenofovir genotoksisitesi ve tigc DNA tamir genine iligkin 4 polimorfizmin
(APE1 Asp148Glu, XRCC1 Argl94Trp, XRCC1 Arg399GIn ve XPD Lys751GlIn)
arasindaki iliski arastirildi. DNA tamiri, bireyler arasinda farklilik gosterebilir. Bu
durum DNA tamir genlerindeki polimorfizmlerin kesfi ile agiklanmistir (103). DNA
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tamirindeki farkliliklarin incelenmesi icin periferal kan lenfositlerinde, mutajenle
olusan, kromozomal kiriklari da igeren sitogenetik yaklasimlar kullamimaktadir. Bu
yaklasimlar, mutajenik ve karsinojenik aganlara maruz kalmamn gostergesi ve
kansere dair genetik yatkinligin belirlenmesi igin basaril1 bir sekilde kullanilmaktadir
(104). Bu testler MN, MI, KKD, KA gibi uygulamalar1 icermektedir. (104). Son
yillarda polimorfizm calismalariyla beraber MN testi de calisiimaktadir (14). MN
olusumu, DNA onarimindaki bazi genlerin polimorfizmlerinden etkilenmektedir ve
MN olusumu, 6zellikle bizim de arastirdigimiz bir grup gen ile iligkili bulunmustur
(13). Yaptigimiz calismada saglikli bireylerden olusan kontrol grubu ile ilag tedavisi
alan hasta gruplar1 karsilastirildiginda; APE1 Agp148Glu, XRCC1 Argl94Trp,
XRCC1 Arg399GIn ve XPD Lys751GIn polimorfizmleri ile MN frekans: arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iligki belirlenememistir. Calismamizda kronik hepatit
B enfeksiyonunun ise MN frekansint anlamli 6lglide artirdig: belirlendi ancak, HBV
ile olusan MN artisinin APEL1 Asp148Glu, XRCC1 Argl94Trp, XRCC1 Arg399GIn
ve XPD Lys751GIn polimorfizmleri ile istatistiksel olarak anlamli bir iliskisi
bulunmadig1 gorulmuistdr.

DNA lezyonlarinin zamamnda ve tam onarim genomun Kkararliliginm
sirdurebilmesi igin oldukga 6nemlidir. Multiselller organizmalarda ekzojen ve
endojen kaynaklar nedeniyle sirekli bir DNA hasar1 olusur. Bu durum, reaktif
oksijen tlrleri (Reactive oxygen species, ROS), UV isinlar, radyasyon ve
mutajenleri icerir. Yiksek ROS seviyeleri ve oksidatif stres, cesitli insan
hastaliklaryla iliskilidir (105). HBV ve HCV enfeksiyonlar: da artan oksidatif DNA
hasar1 ile iligkili bulunmustur (106, 107, 108). HBV immin sistem aracili
inflamasyon ile oksidatif stresi tetikler. Akut karaciger hasari ve hepatik inflamasyon
sirasinda, notrofiller ve kupfer hiicreleri tarafindan ROS Uretilir. ROS, direkt DNA
ile iliski kurarak oksidatif DNA hasarim uyarir, oksidatif DNA lezyonlari, abazik
bolgeler, deamine ve eklentili bazlar ile tek zincir kiriklart olusturulabilir. DNA
lezyonlari, BER ve NER yolaklar: ile onarilir. Oksidatif DNA hasari1 ve onarim
dengede olmalidir ancak; kronik oksidatif stres durumunda kalici genetik hasarlar
olusabilir (106). Higgs ve arkadaslar1 (2014), HBV enfeksiyonunun oksidatif stresile
iligkili oldugunu gostermistir (106, 107). Ayrica, in vitro olarak HBV
replikasyonunun hepatoma hiicre hattinda oksidatif stresi uyardigi gosterilmistir.
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Calismamizda APE1 geninin 5.ekzonundaki C—G degisikligi ile olusan
APE1 Asp148Glu Polimorfizmi calisildi ve bu gen polimorfizminin MN sikligindaki
artis ileiliskisi olmadig: tespit edildi. ilaglar gibi kimyasal ajanlarin parcalanmasi ve
HBV gibi hastalik inflamasyonlarinda agiga ¢ikan ROS ile modifiye edilen bazlarin,
DNA glikozilazlar ile kaldirilmas: sonucu apurinik/apurimidinik bolge olusur. AP
bolgeleri mutajeniteye etkisinden dolay:r onarilmalidir. APE1 enzimi, AP bolge
onariminda baslangic adimimt katalizler (105). Calistigimiz genlerden birisi olan
APE1 geni, HBV'deki oksidatif stres altinda, DNA ve transkripsiyon faktdrlerini
korur. Bu yuzden kronik viral hepatitlerde, hepatokarsinogenezisin dnlenmesi igin
APE1 6nemli bir role sahiptir (109). Benzer arastirmalardan; Fujihara ve arkadaslari
Glu alleli tasiyan bireylerde diyabet sonucu olusan oksidatif hasarin gostergesi olan
8-OHdG (8-hidroksi 2P-deoksiguanozin)’'in daha fazla oldugunu dolayisiyla DNA
onarim etkinliginin distiguni saptamislardir (110). APE1 Asp148Glu Polimorfizmi
ile MN siklilig1 iligkisine dair, bltadien, vinil klorid monomeri gibi gjanlarla yapilan
calismalarda anlaml: bir iliski tespit edilememistir (14).

XRCC1 geninin kodon 194'deki C—T degisimi ile olusan XRCC1 Argl94
Trp ve kodon 399'daki G—A degisimi ile olusan XRCC1 Arg399GIn
polimorfizmleri tenofovir ve HBV etkisiyle uyarilan MN olusumu arasinda anlamli
bir iliski olmadig1 gordlmusttr. Calismamiza benzer olarak XRCC1 Argl94Trp ve
XRCC1 Arg 399 GIn gen polimorfizmleri ile yapilan bir arastirmada blitadiene maruz
kalan Cinli iscilerde artmis seviyede MN frekanst bulunmustur (81). XRCC1 geni;
tek zincir kirik onarimi, BER ve NER'de gorevlidir. BER Uzerinde APEL1 geni,
polimeraz 3, DNA ligazlll ve poli ADP riboz polimeraz ile kompleks yaparak DNA
onariminda esasi rol oynar. Wen ve arkadaslarinin yaptig: bir ¢alismada, vinil klorid
monomerine maruz kalma sonucu XRCC1 Argl94Trp polimorfizmi ile artan MN
frekansi arasinda anlamlt bir iligki tespit edilmistir (73). Ayrica, XRCC1 Arg399GIn
alelinin artan hepatoselller karsinomaile iliskisi bulunmustur (111).

XPD geninin 23.ekzonundaki G—T degisimi ile olusan XPD Lys751GIn allel
polimorfizmi  ve MN iliskisini arastirdigimizda, tenofovir ve HBV' nin etkisi
olmadhig: tespit edildi. XPD Lys751GIn polimorfizminin daha az DNA onarimina ve
dolayisiyla MN olusumuna neden oldugu bildirilmistir (76, 77). XPD geni; DNA
Uzerinde olusan dimerler gibi lezyonlarin tamiri icin NER mekanizmasinda gorev alir
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(56). HBV’ deki HB X geninin, XPD'’yi de igerecek sekilde NER yolagin inhibe
ederek hepatoseliler karsinomaya neden oldugu bildirilmistir (112). Benzer
caligmalar ile vinil klorid monomerine maruz kalanlar ve firin calisanlarinda artmus
seviyedeki MN frekansi ile XPD Lys751GIn gen polimorfizmi iliskili bulunmustur
(79).

Arastirmamizda, kontrol grubu ve hasta gruplar: arasinda inceledigimiz tim
gen polimorfizmleri ve artrmig MN frekans: icin anlamli bir iligki tespit edilemedi.
Ancak bu durum, polimorfizm galigmast igin denek sayimizin yetersiz olmasindan

kaynaklanmis olabilir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu calismada, tenofovirin MN ve MI testleri aracilig1 ile genotoksik etkilerini
arastrmayr ve bu genotoksisitenin DNA tamir genlerinden APE1 Aspl48Glu,
XRCC1 Argl194Trp, XRCC1 Arg399GIn ve XPD Lys751GIn gen polimorfizmleri ile
iliskisinin ortaya ¢ikarilmas: amagland:.

Arastirmalarimiz sonucunda, kontrol ve hasta gruplari karsilastirildiginda
fark anlamli ancak ilag kullanmayan ve kullanan uygulama gruplari kendi iginde
karsilastirildiginda aradaki fark anlamsiz olarak bulundu. Bu durum tenofovirin M1
Uzerinde etkisi olmadigi ancak HBV enfeksiyonunun MI'y: istatistiksel olarak
anlaml1 oranda yukselttigini gostermistir.

MN calismasi sonucunda ise kontrol grubu ve uygulama gruplarimn
karsilastirilmast ile yine tenofovirin istatistiksel olarak anlamli bir etkisi olmadigi
ancak HBV enfeksiyonunun anlamli oranda MN frekansin artirdigi belirlenmistir.

MN frekasinin artmast ile gen polimorfizmleri arasinda 6nceki calismalara
dayanarak anlamli bir iliski beklememize karsin bizim arastirmamizda, MN
frekansindaki bu artis, APE1 Asp148Glu, XRCC1 Argl94Trp, XRCC1 Arg399GIn ve
XPD Lys751GIn gen polimporfizmleri ile kasilastirilchiginda istatistiksel olarak
anlaml1 bir iligki tespit edilememistir. Bunun nedeni gen polimorfizm galismasi igin
yeterli drneklem sayisina ulasilamamast olabilir.

Calismadan elde edilen tim bu sonuglar g6z dniinde bulundurulacak olursa,
tenofovirin gunlik 245 mg doz kullanimi ile genotoksik bir etkisi olmadigini ancak
HBV enfeksiyonunun genotoksik etkileri oldugunu sOyleyebiliriz. Literattr
taramalarinda calisma planimiza benzeyen ve calistigimiz parametreleri iceren
arastirmalara rastlanamamistir. Bu nedenle bu calisma, tenofovirin ve HBV'nin
genotoksisite potansiyellerini gostermesi bakimindan orijinal bir caligmadir. Ancak
tenofovir ve HBV agisindan bu yargilari daha kesin degerlendirebilmemiz icin in
vivo olarak uyguladigimiz testin ayrica in vitro olarak da farkli dozlar ile
uygulanmasi ve gen polimorfizm ¢alismasi i¢in daha fazla denek sayisi ile ¢alisiimasi
gerektigi distinulmektedir.
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