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ÖZET 

Tenofovir, HBC ve HIV gibi viral enfeksiyonlarda nükleotid ters transkriptaz 

inhibitörü olarak çalışan adenozin monofosfat analoğu bir ilaçtır.  

Çalışmaya; sağlıklı kişiler (15), ilaç kullanmamış HBV hastaları (10), 0-6 ay 

tenofovir kullanmış HBV hastaları (10) ve 12+ ay tenofovir kullanmış HBV hastaları 

(10) dâhil edildi. Çalışmaya katılan kişilerden sitogenetik analizler için mikronükleus 

(MN) ve mitotik indeks (MI) frekansları saptandı. Ayrıca DNA tamir genlerinden 

APE1 Asp148Glu, XRCC1 Arg194Trp, XRCC1 Arg399Gln ve XPD Lys751Gln gen 

polimorfizmleri ile MN ilişkisini belirlemek üzere moleküler analizler yapıldı. 

Günlük 245 mg dozda tenofovir kullanımının MI ve MN frekanslarını 

etkilemediği ancak tüm HBV hasta gruplarında kontrole göre MN ve MI frekansları 

daha yüksek değerde saptandı. MN’deki bu artış ile APE1 Asp148Glu, XRCC1 

Arg194Trp, XRCC1 Arg399Gln ve XPD Lys751Gln tamir gen polimorfizmi arasında 

anlamlı ilişki bulunamadı. HBV ve tenofovirin genotoksisitesine ilişkin benzer bir 

çalışmaya rastlanamamıştır. 

Sonuç olarak, çalışma gruplarının küçük olmasına rağmen 245 mg dozda 

kronik kullanılan tenofovirin genotoksik etkisi olmadığı ancak HBV’nin 

genotoksisite potansiyelinin yüksek olduğunu söyleyebiliriz. 

 

Anahtar Kelimeler: Tenofovir, mitotik indeks (MI), mikronükleus (MN), gen 

polimorfizmi, genotoksisite, HBV.  
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ABSTRACT 

A STUDY OF THE RELATIONSHIP BETWEEN THE EFFECTS OF 

TENOFOVIR ON THE FREQUENCY OF MICRONUCLEUS AND THE 

POLYMORPHISMS IN 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 as HBV 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 Asp148Glu, 

XRCC1 Arg194Trp, XRCC1 Arg399Gln and XPD Lys751Gln 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 MI 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 Arg194Trp, XRCC1 Arg399Gln 

and XPD Lys751Gln. 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. GİRİŞ  

Hepatit B hastalığı dünya genelinde ciddi bir sağlık problemidir.  Tüm 

dünyada yaklaşık 400 milyonu aşkın insan Hepatit B virüsü ile enfekte olmaktadır. 

Her yıl görülen 530.000 hepatoselüler karsinomun 316.000’i HBV ile ilişkili olarak 

bildirilmiştir. Yine her yıl yaklaşık 100.000 kişi HBV enfeksiyonu 

komplikasyonlarından kaybedilmektedir (1). 

HBV, Hepadnoviridae familyasındandır. Bilinen en küçük DNA virüsü olan 

HBV, 3200 nükleotidden oluşur ve genomu kısmen çift ipliklidir.  Replikasyonunu 

primer olarak karaciğerde gösterir (2). 

Hepatoselüler karsinoma geliştirme riski ve siroza ilerleyişin azaltılabilmesi 

için antiviral ilaç direnci geliştirmeden maksimum viral baskılamanın 

gerçekleştirilmesi, kronik HBV tedavisinin en temel hedefidir (3). Bu amaçla 

uygulanan tedavi yöntemlerinden birisi de viral polimeraz inhibitörleridir. Nükleotid 

revers transkriptaz inhibitörleri olarak da adlandırılan nükleotid analogları, virüsün 

revers transkriptaz enziminin katalitik bölgesi ile etkileşirler (4). Yeni yapılmakta 

olan DNA’ya bağlanarak DNA sentezini durdurup, replikasyonu bloke eden 

bileşiklerdir (5). Bu sınıf ilaçların prototipi tenofovirdir. Oral prodrug formu 

tenofovir disoproksil fumarattır (TDF).  İkibinsekiz yılı itibariyle kronik hepatit B 

tedavisi için onaylanmıştır (6). 

TDF, etkisini HBV’nin polimeraz enzimini inhibe ederek gösterir. Bu etkisini 

gösterirken, doğal nükleotidlere analog gibi davranır ve mitokondrial DNA 

polimerazı da içerecek şekilde memeli DNA polimerazını da inhibe edebileceği ve 

oksidatif stresi uyarabileceği bildirilmiştir (7). 

Tenofovir etkin bir anti-retroviral ilaç olmasına karşın kronik kullanıma bağlı 

olarak ciddi yan etkiler göstermektedir. Karaciğer, böbrek, kemik iliği ve kas dokusu 

üzerinde toksik etki oluşturabilmektedir (8). Tenofovirin konakçı hücre içerisinde 

hedef moleküllerinin başında mitokondriyal DNA (mtDNA) gelmektedir (9). Ayrıca 

konakçı hücrelerinde oksidatif stresi artırarak apoptozis ve kanser dâhil birçok hücre 

toksisitesine neden olabildiği bazı çalışmalarda gösterilmiştir (10). Tenofovir 

konakçı hücrelerde DNA zincirine bağlanarak delesyonlar, nokta mutasyonları gibi 

genomik hasarlara yol açabilmektedir (11). Ayrıca mikronükleus oluşumu, 

kromozomal aberrasyonlar, kardeş kromatid değişimleri ve kısa telomer oluşumu 
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gibi genotoksik etkileri bulunmaktadır (12). Bu etkiler, bireysel farklılıklar 

gösterebilir çünkü DNA tamir genlerindeki polimorfizmler doğrultusunda DNA 

onarım kapasitesi farklı kalıtılmış olabilir (13). Bu şekilde DNA tamirini içeren 

çeşitli genlerdeki polimorfizmlere bağlı olarak oluşan MN duyarlılık çalışmaları 

literatürde bildirilmiştir (14). 

Kültüre edilmiş lenfositlerdeki mikronükleus sıklığı, dolaşımdaki 

lenfositlerde biriken genetik hasarın bir göstergesidir.  Mikronükleus sayısının fazla 

olduğu bireylerde DNA zincir kırıklarının da yüksek olduğu bilinmektedir.  Bu 

durum ise DNA onarımı ile ilişkili genleri gündeme getirmektedir. Son yıllarda 

çeşitli tamir genlerindeki bazı yaygın polimorfizmlerin DNA tamir kapasitesi ile bir 

kişinin karsinojenlere karşı hassasiyetini belirlediği öne sürülmüştür. Çeşitli 

toplumlarda yapılan çalışmalarda riskli alleller, toplum ve hastalık tiplerine göre 

farklılık göstermektedir (3, 6). DNA hasarının tamiri beş farklı tamir sistemi 

tarafından onarılabilmektedir. Bunlar doğrudan tamir, yanlış eşleşme tamiri, çift 

iplikçik kırılma tamiri, baz kesip çıkarma tamiri ve nükleotid kesip çıkarma tamiridir. 

APE1 ve XRCC1 baz kesip çıkarma tamirindeki anahtar genlerdendir (15). Bunlardan 

XRCC1 geni; DNA onarım genlerinden biri olup genom bütünlüğünün 

devamlılığında; kanser ve kalıtsal genetik hastalıkları oluşturan mutasyonlardan 

korunmada önemli rolü olan bir gendir. Apürinik ya da aprimidinik (AP) bölgeler 

özellikle ROS tarafından oluşturulan en yaygın DNA bozuklukları arasındadır. Baz 

kesip çıkarma tamirinde ilk adım bir AP endonükleaz tarafından (APE) AP bölgenin 

yanında yapılacak olan kesmedir. APE 1 (veya APEX I) bu anlamda çok önemli bir 

işlevi gerçekleştirerek tamiri başlatır (7). XPD geni ise nükeotid kesip çıkarma tamiri 

ve zararlı DNA lezyonunun olduğu bölgede DNA’ nın çözülmesine katılan ve büyük 

bir DNA tamir proteini olan bir helikazı kodlar. Bu gendeki polimorfizmlerden en 

yaygınlarından biri XPD Lys751Gln polimorfizmidir. 

Literatür taramalarında tenofovir tedavisi alan hastalarda genetik hasar tepiti 

ve DNA onarım genlerinin polimorfizmleri arasındaki ilişkiye dair herhangi bir 

araştırma bulunamadı. Bu çalışmada kronik hepatit B hastalarında tedavi amacıyla 

uygulanan tenofovirin olası genotoksik etkileri, periferik kanda lenfosit hücrelerinde 

mitotik indeks oranları ve mikronükleus oluşum frekansları bakımından araştırıldı. 

Ayrıca genetik hasarla ilişkili olarak DNA tamirinde görev alan genlerden APE1 
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Asp148Glu, XRCC1 Arg194Trp, XRCC1 Arg399Gln ve XPD Lys751Gln 

genlerindeki polimorfizmlerin de çalışma kapsamında değerlendirilmesi amaçlandı. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Hepatit B’nin Tarihçesi 

İlk kez Hipokrat tarafından kaydedilen viral hepatit, M.Ö. 5.yüzyılda 

tanımlanmış bir hastalıktır. Bu hastalık, özellikle 19. ve 20. yüzyıllardaki savaşlar 

sırasında olmak üzere, birçok salgın ve kayıplara yol açmıştır. Bu tarz salgınların 

birçoğu hepatit A sebepli iken; kan içeren ürünlerin kullanımı ile hepatit B’nin 

bulaşması da gerçekleşmiştir. Kan ve kan ürünleriyle bulaşan hepatit formu ilk kez 

1883 yılında, çiçek hastalığı aşılama kampanyası sırasında Lurman tarafından 

Bremen’de tanımlanmıştır (16). 

HBV, dünya genelinde, akut ve kronik hepatitler, siroz ve hepatoselüler 

karsinomanın en önemli nedenidir (17).  

2.2. Hepatit B Virüsünün Moleküler Biyolojisi 

HBV hepatotropik bir virüstür. Hepadnaviridae ailesinden olan hepatit B 

Virüsü bilinen en küçük DNA virüsüdür (Şekil 2.1.). Sadece 3200 nükleotidden 

oluşan virüs, büyük oranda çift iplikli, dairesel DNA yapısındadır. RNA aracılı 

revers transkriptaz enzimi ile bölünür. Revers transkripsiyon sürecinin düşük 

uyumluluğuna bağlı olarak bu pregenomik RNA mutasyonlara açıktır (2).  
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Şekil 2.1. HBV’nin genel yapısı (18). 

Viral DNA, 4 çakışan açık okuma çerçevesini kodlar; S (surface), C (core), P 

(polymerase) ve X genleri. S geni; virionu çevreleyen kılıf proteini kodlar. Pre S1, 

preS2, S bölgelerinden oluşur. C geni; kor veya nükleokapsid genidir. Hepatit B 

çekirdek (core) antijenini (HBcAg ) kodlar. P geni; genomun ¾ ünü oluşturan bu 

gen, DNA bağımlı DNA polimeraz ve RNA bağımlı revers transkriptazı kodlar. Pol 

geninin ürünü olan bu proteinin immünojen özelliği vardır. X geni; transkripsiyon 

aktivatör proteinini kodlar (Şekil 2.2.) (19). 

  Genomu ikozahedral bir kapsid çevreler. Kapsidin dışında da üç farklı 

yüzey antijenini taşıyan lipid yapılı zarf yer alır. Virüs muhtemelen bazı moleküler 

motifler aracılığı ile hepatositlerin yüzeyindeki reseptör benzeri bölgelere bağlanarak 

endositoz ile hücre içerisine alınır. Hücre içine giren HBV, sitoplazmada zarf ve 

kapsidini kaybederek genomik yapısı çekirdek içine girer ve burada replike olur (20). 
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Şekil 2.2. HBV genomu (21). 

2.3. Hepatit B Virüsünün Replikasyonu 

Hepatit B Virüsünün hepatositi enfekte etmesi ile HBV genomu nükleus 

içerisine aktarılır. Viral genom kovalent olarak halkasal DNA (cccDNA)’ya çevrilir. 

Bu viral DNA, pregenomik mRNA, pre-core mRNA ve tüm diğer subviral 

mRNAlar’ın oluşumu için transkripsiyonel bir kalıp gibi davranır.  Sonuçta, 

HBV’nin intrahepatik bir rezervuarı olarak hizmet eden ve kronik olarak enfekte 

olmuş ev sahibinin yaşamı boyunca içine yerleşen cccDNA, viral minikromozoma 

doğru kromatinize edilir. Virion, çekirdek partikülü tarafından pregenomik RNA 

kapsüle edilir ve viral polimeraz tarafından, tek zincirli DNA formu (negatif zincir) 

olarak, tersine transkribe edilir. Ardından pregenom degrade edilmiştir ve negatif 

DNA zinciri, farklı uzunluktaki pozitif DNA zincirinin sentezi için kalıp olarak 

kullanılır. Sonunda HBV genomu kapsüllenmiştir ve virionları dışarı salgılamak 

üzere üretilir veya cccDNA havuzunu devam ettirmek üzere nükleusa geri gönderilir. 

Sonuçta enfekte hepatositte cccDNA’nın 5-50 kopyası oluşturulmuş olur (Şekil 2.3.) 

(2).  
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Şekil 2 3. Viral giriş ve HBV’nin replikasyon döngüsü (2). 

2.4. Hepatit B Virüsünün Epidemiyolojisi 

HBV enfeksiyonu dünyada ve ülkemizde en yaygın görülen enfeksiyonlardan 

birisidir. Önemli ölçüde mortalite ve morbidite oranına sahiptir. Hepatit B virüsünün 

bilinen karsinojenler arasında sigaradan sonra ikinci sırada yer aldığı da 

bilinmektedir. Dünyada yaklaşık 400-500 milyon kişinin HBV taşıyıcısı olduğu 

bilinmektedir. Her yıl 10-30 milyon kişi yine HBV ile enfekte olmaktadır ve bu 

durum da her yıl yaklaşık 1-2 milyon kişinin ölümüyle sonuçlanmaktadır  (22, 23).  

Dünya genelinde dağılımı coğrafi bölgelere göre de farklılık gösterirken 

bulaşma yolları da enfeksiyonun bölgesel prevelansına göre farklılık göstermektedir. 

Hepatit B yüzey antijeni (HBsAg) pozitifliğine göre HBV prevelansı > % 8 olan 

ülkeler yüksek, %2-8 arası olan ülkeler orta ve %2’den az olan ülkeler düşük 

endemisite bölgeleri olarak kabul edilmektedir. Türkiye özelliklerine göre orta 
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endemisite bölgesinde yer alır ve ülkemizde yaklaşık 4 milyon insanın HBsAg 

taşıdığı tahmin edilmektedir. Ancak, HBV seroprevalansı ülke içinde coğrafi 

bölgelere göre büyük farklılık göstermektedir. Mesela; batı bölgelerinde HBV 

taşıyıcılığı % 6 olarak tahmin edilirken, doğu ve güneydoğu bölgelerinde %12.5- 

14.3 arasındadır (Şekil 2.4.) (24, 25). Malatya yöresinde yapılan bir çalışmada HBV 

prevalansı orta endemisite bölgesi içerisinde bulunmuştur (26). 

 

 

Şekil 2.4. HBsAg prevalansı (27). 

            HBV’nin dört ana bulaş yolu vardır:  

1. Perkütan (parenteral) Bulaş: HBV enfeksiyonunda en önemli bulaş 

yollarından biridir. Enfekte kan ve vücut sıvıları ile mukozal ya da kütanöz 

temas ile olmaktadır. Damar içi ilaç kullanımı, kontamine iğne yaralanmaları, 

hemodiyaliz, dövme yaptırma gibi yollar bu tip bulaşın en önemli 

örnekleridir.  

2. Cinsel Temas (semen ve vajinal sekresyonlar) 

3. İnfekte Anneden Yenidoğana Bulaş (vertikal)  

4. Horizontal Yol: Enfekte kişilerle cinsellik içermeyen yakın temas (28). 
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Hepatit B, çoğunlukla yüksek endemisite bölgelerinde perinatal veya 

çocukluk döneminde horizontal yolla bulaşırken; düşük endemisite bölgelerinde, 

adolesan ve genç erişkinlik döneminde cinsel temas ve damar içi ilaç kullanıcılarında 

ortak iğne kullanımı yoluyla bulaşmaktadır. Ülkemizin de yer aldığı orta endemisite 

bölgeleri ise her iki endemisite bölgesinin bulaşma özelliklerini göstermektedir. 

Ayrıca bu grupta güvenli olmayan sağlık ilişkili enjeksiyon uygulamaları da önemli 

bir bulaş yoludur (28, 29). 

Sağlık çalışanları (özellikle hemodiyaliz, onkoloji, edinilmiş immün 

yetmezlik sendromu ünitelerinde çalışanlar, kan ve vücut sıvıları ile temas eden 

laboratuvar çalışanları, cerrahlar), bakımevlerinde kalanlar ve bu kişilere bakanlar, 

bunların aileleri, sık kan transfüzyonu yapılanlar, hemodiyaliz hastaları, organ 

transplantasyonu yapılanlar, intravenöz ilaç kullananlar, erkek erkeğe cinsel ilişkide 

bulunanlar, HIV pozitif olgular ve HCV ile enfekte kişiler, kronik hepatit B (KHB) 

olguları ile ev içi teması olanlar, hiperendemik bölgede doğanlar, kronik böbrek 

yetmezlikli olgular, periton diyalizi yapılanlar HBV enfeksiyonu için daha fazla risk 

taşımaktadırlar (24, 30).  

2.5. Kronik Hepatit B Tedavisi 

HBsAg pozitif olduğunda, viral replikasyonun varlığını göstermesi 

bakımından kronik hepatitlerde HBV DNA bakılması zorunlu hale gelmiştir. 

Günümüzde hem kalitatif hem de kantitatif yönden viral genomu araştırmaya yönelik 

çok duyarlı PCR yöntemleri bulunmaktadır (31). 

Hepatoselüler Karsinoma geliştirme riski ve siroza ilerleyişin azaltılabilmesi 

için antiviral ilaç direnci geliştirilmeden maksimum viral baskılamanın 

gerçekleştirilmesi kronik HBV tedavisinin en temel hedeflerindendir (3).               

Antiviral tedaviye başlama kararı verilirken serum ALT düzeyi, HBV DNA 

düzeyi ile karaciğerin histopatolojik incelemesi önemli rol oynar. Viral yükü düşük 

(HBV DNA < 2x106 IU/ml) olan hastalarda herhangi bir oral antiviralle tedaviye 

başlanabilir. Tenofovir ve entekavir, direnç ve antiviral etkinlik yönünden daha 

avantajlıdır ve viral yükü yüksek olan hastalarda (HBV DNA <2x106 IU/ml) 

tenofovir veya entekavir tercih edilmelidir (31) (Şekil 2.5.). 



10 
 

 

Hepatit B tedavisinde uygulanılan tedavi yöntemleri Tablo 2.1.’de 

gösterilmiştir.  

Tablo 2.1. Kullanılan tedavi yöntemleri (3). 

Nükleozid Anologları 
 

Lamivudin, Telbuvudin, Klevudin, 
Entecavir 

Nükleotid Analogları Tenofovir, Adefovir 

 
İmmünomodülatörler 

Kortikosteroidler, thymosin-B, 
levamisole, koloni stimüle edici 

faktörler, interlökinler 
 

Moleküler Biyolojik Yöntemler 
DNA ilaçları, antisens 

oligonükleotitler, ribozimler, DNAazlar, 
dominat negatif mutantlar 

 
İnterferonlar 

 

Alfa IFN, Beta IFN, 
Gama IFN 

 

 

Şekil 2.5. FDA’nın kabul ettiği antivirallerin kimyasal yapısı (32). 
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2.5.1. Nükleozid Analogları 

Virüs içerisinde bulunan Lamivudin, Telbuvudin, Klevudin, Entecavir gibi 

ticari isimlerle satılan bu grup ajanlar,  revers transkriptaz enziminin katalitik bölgesi 

ile etkileşen ilaçlardır. Nükleozid Revers Transkriptaz İnhibitörleri olarak 

isimlendirilirler. Bu grup ilaçlar, 2’, 3’-dideoksinükleozid (ddN) analoglarına 

sahiptirler ve bu ilaçların etki mekanizmaları birbirine benzer. NRTİ’  ler hücre içine 

alındıktan sonra, 5’-monofosfat (ddNMP), 5’-difosfat (ddNDP) ve 5’-trifosfatlarına 

(ddNTP) dönüşürler. Bu işlem, ddNMP’nin, normal deoksinükleozit trifosfatın 

(dNTP) kompetitif inhibitörü/alternatif substratı olarak işlev görmesinden önce olur.  

Normal substratın kompetitif bir inhibitörü olarak ddNTP, normal substratın 

DNA zinciri ile birleşmesini inhibe eder ve ddNMP halinde alternatif bir substrat 

olarak bu zincire katılır böylece zinciri sonlandırıcı olarak işlev görür (5). 

2.5.2. Nükleotid Analogları 

Nükleotid analogları, nükleozid analogları gibi virüsün revers transkrtiptaz 

enziminin katalitik bölgesi ile etkileşirler (5). Nükleotid Revers Transkriptaz 

İnhibitörleri olarak isimlendirilirler.  

NtRTİ sınıfı ilaçlar, NRTİ’lerden kolayca ayırt edilir; çünkü NtRTİ’ler 

nükleotid analoglarıdır. NtRTİ’ler aktif formun oluşması için sadece iki 

fosforilasyona ihtiyaç duyarlar. NtRTİ’lerin en önemli özellikleri,  AZTMP, ddAMP, 

ddCMP gibi nükleozid türevleri ile karşılaştırıldığında 3’-terminal uçtan bir defa 

birleştiğinde bu bileşiklerin yarılmasını daha zor hale getirecek ve hidrolazlar 

vasıtasıyla parçalanmayacak bir fosfonat grubu taşımalarıdır. 

Bu sınıf ilaçların prototipi tenofovirdir. Tenofovirin oral prodrug formu 

tenofovir disoproksil fumarattır. TDF, HBV enfeksiyonlarının tedavisi için sıkça 

kullanılan ilaçlardan biridir. TDF, 2008’den itibaren kronik hepatit B 

enfeksiyonlarının tedavisi için de onaylanmıştır (6). 
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2.5.3. Nükleozid ve Nükleotid Analoğu İlaçların Yan Etkileri 

Yaptıkları tedavilere karşın Kronik Hepatit B tedavisi için kabul edilen 

nükleozid ve nükleotid analoğu ilaçların bazı yan etkileri bulunmuştur.  

Nükleozid ve nükleotid analoğu olarak kabul edilen genel 5 ilaç, viral DNA 

polimerazı inhibe ederek viral replikasyon ile serum HBV DNA’  sını azaltmak üzere 

işlev gösterirler (Tablo 2.2.). Bazı analoglar, insan mitokondriyal DNA polimeraz 

gama aktivitesine de engel teşkil ederek mitokondriyal disfonksiyona neden olurlar. 

Mitokondri toksisitesi, miyopati, nöropati, hepatik steatoz, pankreatit, makrositozis, 

hiperlektemiya ve nefrotoksisite gibi hasarlarla kendini gösterir. 

Diğer önemli husus,  kabul gören bu beş ilaçta da gözlemlenen laktik 

asidozistir. 

Nükleotid ve nükleozid analoglarının KHB tedavisi için daha düşük dozlarda 

verilmesi önerilmektedir (33). 

Tablo 2.2. FDA’nın kabul ettiği beş antiviral (33). 

 
 Lamivudine Adefovir Entakavir Telbivudine Tenofovir 
Kabul Yılı 1998 2002 2005 2006 2008 
Kısaltması LAM ADV ATV TBV TNV 
Etki 
Mekanizması 

HBV Revers 
Transkriptazı 
Bloklar 

HBV Revers 
Transkriptazı 
Bloklar 

HBV DNA 
Polimerazı 
İnhibe 
Eder 

HBV DNA 
Polimerazı 
İnhibe Eder 

HBV DNA 
Polimerazı 
İnhibe Eder 

Dozu 100mg/d 10mg/d 0.5mg/d 600mg/d 245mg/d 
Yan Etkisi Nadiren 

miyopati, 
nöropati, 
pankreatit 

Nefrotoksisite, 
pankreatit 

Gözardı 
edilebilir 

Miyopati Nefro 
toksisite 

 

2.6. Tenofovir Disoproksil Fumarat 

Tenofovir disoproksil, viral enfeksiyonlarda nükleotid ters transkriptaz 

inhibitörü olarak çalışan didenonükleozit inhibitör grubu bir ilaçtır. Kronik hepatit B 

ve AIDS hastalıklarının tedavisinde yaygın olarak kullanılmaktadır. Kullanımı 

günlük 1 adet 245 mg film kaplı tablet şeklindedir (34). Tenofovir disoproksil 
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alımından sonra adenozin 5’-monofosfat, asiklik analoğu olan tenofovire hidrolize 

edilir. Tenofovir, hücre içerisinde timidin kinaz, timidilat kinaz ve nükleozit difosfat 

(NDP) kinazlar tarafından gerçekleştirilen ardışık üç fosforilleme sonucunda aktif 

olan trifosfat formuna dönüşür. Bu trifosfat yapı, HBV ve HIV viral RNA’sının 

replikasyonu sırasında proviral DNA sentezini gerçekleştiren ters transkriptaz 

(reverse transcriptase, RT) enziminin substrat bağlama bölgesine bağlanarak onu 

kompetetif olarak inhibe eder.  Böylece bir zincir sonlandırıcısı olarak etki gösterir  

(34, 35). 

Tenofovir, yapısal olarak adefovire benzemektedir. Hem HBeAg pozitif hem 

de HBeAg negatif hastalarda viral baskılanma ve histolojik gelişme açısından 

adefovire göre daha etkin olduğu faz III çalışmalarıyla gösterilmiştir. Ayrıca 

adefovire göre daha az nefrotoksik olması sayesinde günde 245 mg kullanılabilmesi, 

daha güçlü bir antiviral olarak kullanılmasını sağlamıştır (36).  

Geniş spektrumlu bir antiviral ilaçtır. Tenofovir retrovirüsler ve 

hepadnavirüslere seçici etkinlik göstermektedir.  

TDF, HIV tedavisinde 2001 yılında kullanım onayı almıştır. Yaklaşık olarak 

1.3 milyon HIV’li hastada güvenli kullanımı söz konusudur. Hepatit B tedavisi için 

ise 2008 yılında kullanım onayı almıştır (37).  

Tenofovirin direnç gelişimine karşı yüksek genetik bariyer içeriyor olmasının 

yanında antiviral etkinlik gücü ile hepatit B tedavisinde umut veren tedavi seçeneği 

olarak görülmektedir (37, 38). 

2.6.1. Tenofovirin Yan Etkileri 

Yapılan çalışmaların sonuçlarına göre genel yan etkiler arasında baş ağrısı, 

bulantı-kusma, karın ağrısı, diyare, hafif yan etkiler arasında yer almaktadır; ciddi 

yan etkileri ise ALT yüksekliği, trombositopeni şeklinde bildirilmiştir.  

Tenofovir kullanımı sonucunda Fanconi Sendromu ve böbrek yetmezliği 

oluşan vakalar da bildirilmiştir. Ayrıca, tenofovirin etki gösterirken, insan 

mitokondriyal DNA polimerazını inhibe ederek mitokondriyal disfonksiyona yol 

açtığı bildirilmiştir (15). 

Nefrotoksik ajanlarla birlikte kullanılırken ve tenofovir düzeyini artıran 

ilaçlarla (ör: asiklovir, gansiklovir gibi anvirallerle) kullanılırken dikkatli 
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olunmalıdır. Atazanavir ile birlikte kullanımında atazanavirin düzeyini 

azaltacağından veya direnç gelişimine sebep olabileceğinden ötürü yanıtsızlığa neden 

olabilir. Didanozin ile birlikte kullanımında pankreatit, laktik asidoz riski 

artmaktadır. Proteaz inhibitörleri tenofovir düzeyini artırarak nefrotoksisiteye yol 

açabilir (39). 

2.7. Genetik Toksisite Testlerinin Kullanım Alanları 

Genotoksisite, kimyasal veya fiziksel ajanların genetik materyalde 

oluşturduğu hasarlardır. Bu hasarlar, tek zincir kırıkları (SSB), çift zincir kırıkları, 

alkali labil bölgeler (ALS) ve DNA eklentilerinden oluşur ve bu hasarlar tamir 

edilemezse DNA sekans hataları, kromozom aberasyonları, nükleotid değişimleri ve 

bunların sonucunda mutasyonlar, kanser ve yaşlanma oluşabilir. 

Genotoksisite testleri 1970 yıllarından günümüze kadar, mutajeneik 

maddelerin toksik etkilerini ölçebilmek üzere geliştirilmiştir (40). 

Genetik testler, in vitro veya in vivo olarak kullanılabilirler. 

Genotoksisite testleri, UV, irradasyon gibi genomu etkileyebilen fiziksel 

etmenler ile parazit, bakteri, virüs enfeksiyonları gibi biyolojik etmenler ve sigara, 

pestisitler, ilaçlar, nanomateryaller gibi kimyasal ajanların genotoksik ve 

karsinojenik potansiyellerini tespit etmek üzere kullanılırlar (41). 

Bileşiklerin genotoksik etkilerini belirlemek üzere testlerin seri olarak 

değerlendirilmesinin daha doğru sonuçlar oluşturacağı düşünülmektedir (42). 

2.7.1. Genetik Toksisite Testleri 

Kimyasal veya fiziksel etkenlerin, karsinojenik ve mutajenik potansiyellerini 

genotoksik yönüyle test etmek üzere en yaygın olarak kullanılan standart in vitro ve 

in vivo mutajenite testleri şunlardır;  

- Comet Testi 

- Ames testi 

- Kromozom Anomalileri (KA) Testi 

- Gen (Nokta) Mutasyonları 

- Kardeş Kromatid Değişimi (KKD) 
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- Mitotik İndeks (MI) 

- Replikasyon İndeksi (RI) 

- Mikronükleus Testi (MN) (40, 43, 44) 

 

Bu çalışma kapsamında kronik tenofovir kullanımının olası  genotoksik 

etkileri sitogenetik olarak MN ve MI testleri ile araştırıldı. 

2.7.1.1. Mitotik İndeks (MI) 

Bir hücre populasyonunda bulunan aynı cinsten bütün hücrelerin, bölünme 

süreleri tam olarak aynı değildir. Değişik faktörlere bağlı olarak hücre siklusları 

arasında farklılıklara rastlanır.  

Hücre populasyonu içerisindeki hücre bölünmelerine dair kantitatif veriler 

elde etmek üzere çeşitli ölçümler yapılabilir. Bunlardan birisi de mitotik indeksin 

hesaplanmasıdır. Mitotik indeks, hücre populasyonu içerisinde mitoz bölünmede 

bulunan hücrelerin sayısının saptanarak, bu sayının tüm hücrelere oranının 

hesaplanmasıdır. 

Mitotik indeks, hücre bölünme frekansını verir ve büyüme gelişme oranını 

belirlemek için önemli bir belirteç olarak kullanılabilir. Mitotik indeksteki azalmaya 

bağlı olarak büyüme ve gelişme olayları da yavaşlar. Uygulanan kimyasal miktarı ve 

hızı arttıkça mitotik indeks de etkilenip değişecektir (45). 

2.7.1.2. Mikronükleus (MN) 

Mikronükleus, hücre mitoz bölünme esnasında iken, asıl çekirdeğe dahil 

olmayan, kromozom parçalarından türeyen oluşumlardır. Bu yapılar genellikle hücre 

döngüsünü kontrol eden gen hatalarından, mitotik iğ hatalarından, kinetekordan ve 

kromozomal hasarlardan kaynaklanır (Şekil 2.6.). MN sayısındaki artış, çeşitli 

genotoksik ajanların, hücrelerde sayısal veya yapısal anomalilerin indirekt göstergesi 

olarak değerlendirilebilir. Anöploidiyi uyaran ajanlar, sentromer bölünme hataları 

veya iğ iplikçikden kaynaklanan hatalara sebep olurken; klastrojen ajanlar ise 

kromozom kırıkları yaparak MN oluşumuna neden olurlar. Bu sebeplerden, MN 

sayısındaki artış, somatik hücrelerde, genomik kararsızlığın belirteci denilebilir  (44).                 
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MN testi, mitoz ile oluşan tüm hücre tipleri üzerinde in vitro ve in vivo olarak 

uygulanabilmesi nedeniyle genetik toksikoloji araştırmalarında kullanılan yaygın bir 

test haline gelmiştir (46). 

 

 

Şekil 2.6. Mikronükleus içeren hücre oluşumu (47). 

Ayrıca, kromozom analizine göre sitogenetik hasarı tespit etmek için daha 

kolay uygulanması ve daha fazla hücrenin değerlendirilmesine olanak vermesi gibi 

avantajları ile yaygın olarak kullanılmaktadır (47). 

2.7.1.2.1. Mikronükleus Tekniğinin Gelişimi 

MN’ler ilk kez Howell tarafından eritrosit hücresinde görülmüş ve bu 

yapılara "nükleer materyal fragmenti" denmiştir. Bunlar 1900’lü yılların başında 

Jolly terminolojisine göre  "intraglobüler korpuskuller" olarak tanımlanmıştır. Aynı 

zamanda "Howell-Jolly cisimcikleri" olarak da bilinirler. Benzer oluşumlar, sıçan 

embriyolarında ve Brenneke tarafından gösterilmiş ve arkasından, Thoday 

tarafından, Vicia faba’da gözlenmiştir. Bunlar “fragment nukleuslar” veya 

“mikronükleuslar” olarak adlandırılmıştır. Vicia faba bitkisinin kök uçlarında nötron 

ve gamma ışınlarının etkileri karşılaştırdıklarında, sitogenetik hasar belirteci olarak 

MN’  lerin kullanılabildiğini tespit etmişlerdir. 
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MN testini ilk olarak öneren araştırıcılar Boller ve Schmid olup (1970). 

genotoksik ajanların işlevini ölçmek için kemik iliği eritrositlerinde MN yöntemini 

kullanmışlardır (48). 

Bazı araştırmacılar, anöploidiye yol açan ajanlar ile klastrojenleri ayırmak 

için oluşan MN’  lerin büyüklük farkından yararlanmışlardır. Klastrojenler sebebiyle 

asentrik kromozomal fragmentler içeren MN’ler, anajenlerce oluşturulan ve tam 

kromozom içeren MN’lerden daha küçük ebatlılardır. (Şekil 2.7.) 

 
 

Şekil 2.7. Klastrojen ve anojenlerce oluşturulan MN’ler (44). 

Eastmond ve Tucker da aynı amaçla antikinetekor antikorları ile kinetokor 

MN’lerin tam kromozom; kinetokor negatiflerin ise asentrik kromozom 

fargmentinden oluştuğunu bulmuşlardır. Bu yöntem, anöploidi oluşturan ajanlar ile 

klastrojenleri ayırmada daha kesin bir yol oluşturmuştur (44). 

Sitokinez Bloklu Mikronükleus Metodu ise Fenech ve Morley tarafından 

geliştirilmiş ve tekniğin daha güvenli olması sağlanmıştır (49, 50). 

2.7.1.2.2. Mikronükleus Oluşumu 

MN, asıl kromozomdan koparak oluşan ya da anafaz sırasındaki hatalardan 

dolayı ana nükleusa katılamayan tam kromozomlardan oluşur, sitoplazma içerisinde 

bulunur ve ana nükleusun yanında ek bir parça halinde gözlenir.  
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Doğrudan DNA veya iğ ipliğinde oluşan bir hasar ile kromozom veya 

kromozomun kromatin haline gelmesi sonucunda oluşur. Hücre içerisinde gözlenen 

MN, o hücredeki genetik hasarı işaret edebilir. 

Hücredeki kromozom anomalileri, bölünme esnasında kromozomların 

uzunlamasına olarak birbirlerinden ayrılamaması (nondisjunction) ya da 

kromozomların anafazda geri kalması (anafaz lagging) ile oluşmaktadır. Anafaz 

esnasında kromozomların geri kalmanın sebebi, sentriollerden oluşan mikrotübüllere 

sentromerlerinden bağlanamamalarıdır. Kromozom üzerindeki bir kırıktan oluşan 

kromozom parçaları sentromer içermiyor olabilir ve mikrotübüllere 

bağlanamayabilir. Kromozomların anafaz esnasında diğer bir geri kalma sebebi ise, 

sentromer içerisinde meydana gelen bir nokta mutasyon ve dolayısıyla yine 

mikrotübüllere bağlanamama olabilir. 

Hücrede spontan olarak da MN oluşabilir. Spontan MN oluşumu iki nedene 

bağlıdır. Birincisi, kinetekor proteinleri ile sentromerde oluşan bir mutasyon ve 

anafazda kromozom kaybı veya iğ ipliğindeki mutasyonlardır. İkincisi ise, çevresel 

mutajenlere maruz kalmanın sonucu olarak tamir edilemeyen DNA zincir kırıklarıdır 

(45). 

2.8. DNA Tamiri ve MN İlişkisi 

DNA tamir kapasitesi bireyler arasında çeşitlilik göstermektedir. Kapasitenin 

düşmesiyle beraber artan kanser riski arasında ilişki gösterilmiştir. Kanserlerin 

önlenmesi ve genetik kararlılığın devamında DNA tamirinin önemli yeri olduğuna 

dair birçok çalışma bulunmaktadır (51, 52, 53, 54, 55, 56). 

DNA tamir genlerindeki polimorfizm çalışmaları, DNA zincir kırıklarının 

veya eklentilerinin kaldırılması ve mutajenik ajanlar tarafından yapılan kromozom 

hasarları gibi sitogenetik yaklaşımları içermektedir. DNA onarım kapasitesindeki 

bireysel farklılıklar sadece hastalıkların önlenmesinde değil aynı zamanda yeni 

teröpatik modellerin yapılması ve kişiye özel ilaçların yapılabilmesi için de yardımcı 

olmaktadır.  

MN testi, DNA hasarının ölçümü için kullanılan yaygın bir yöntemdir. Bu 

test hem kromozom kayıplarının hem de kromozom kırıklarının genel bir ölçüm 
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şeklidir. Ayrıca, DNA onarımının fenotipe yansımasını görmek için de önemli bir 

biyomarkerdir.  

Genomun devamlılığı ve onarımında oldukça önemli rol oynayan DNA tamir 

genlerindeki bazı polimorfizmler çeşitli yönleri ile birçok çalışmaya konu olmuştur. 

Çalışmamızda MN frekansı belirlenen hasta ve kontrol gruplarımızda bu genlerden 

üç tanesindeki dört farklı polimorfizm araştırılmıştır. 

2.9. DNA Tamir Mekanizmaları 

Prokaryotik ve ökaryotik canlılarda, DNA’ların korunup nesilden nesile 

aktarılabilmesi için çeşitli DNA onarım mekanizmaları bulunmaktadır. DNA onarımı 

ile mutasyonlar, replikasyon hataları, genomik kararsızlık azaltılabilir. 

X-ışınları, UV, kimyasal ve çevresel ajanlar sebebiyle DNA bütünlüğü 

sürekli tehdit altındadır. Hücresel metabolitler olarak açığa çıkan serbest radikaller 

de DNA üzerinde hasara neden olur (57). 

DNA tamir mekanizmaları, doğrudan DNA tamiri, eksizyon tamiri, 

rekombinasyonel onarım ve S.O.S onarımı olarak gruplandırılır. Üç farklı eksizyon 

tamiri vardır: Baz Kesip – Çıkartma Tamiri (Base Excision Reapair, BER), 

Nükleotid Kesip – Çıkartma Tamiri (Nucleotide Excision Repair, NER) ve Yanlış 

Eşleşme Tamiri (Missmatch Repair, MMR) (58). 

Şimdiye kadar, insanlarda yaklaşık 130 adet DNA tamir enzimi 

tanımlanmıştır (58). 

Tamir enzimlerinde ve etkinliğinin azalmasına yol açacak bir polimorfizm, 

hücre içerisinde enzimin bulunduğu onarım yolunda duyarlılığa neden olacaktır. Bu 

çalışmamız kapsamında araştırdığımız DNA tamir genleri, BER ve NER 

mekanizmalarında görev almaktadır. 

2.9.1. Doğrudan Onarım Mekanizmaları 

2.9.1.1. Fotoreaktivasyon Onarımı 

Bu onarım UV etkisiyle oluşan baz dimerlerini yok eder (özellikle primidin 

dimerleri). Enzim olarak sadece DNA fotoliyaz enzimi kullanılır. Çoğunlukla timin 
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dimerlerini hedef alır ve Timin dimerinin bulunduğu DNA bölgesine bağlanarak 

dimeri monomer haline dönüştürür. Bu işlem için görünür ışığı (özellikle mavi ışık), 

kovalent bağları kırmak üzere kullanır. 

Yaygın bir onarım sistemidir, bakterilerin çoğunda bulunur ancak, insan ve 

diğer plesentalı memelilerde henüz bulunamamıştır (59). 

2.9.1.2. Metil Gruplarının Yok Edilmesi 

Alkillenme reaksiyonlarıyla bazlara ve fosfatlara metil grupları eklenir. Bu 

eklenme en çok G bazının 6. konumundaki oksijenin metillenmesi şeklindedir. Bu 

metil grupları bir almaç proteine aktarılarak yok edilir. Metil transferaz 

reaksiyonunda katalizör olarak O6-alkilgunain transferaz görev alır. Enzimin işlevi; 

G→A ve T→C dönüşümlerini engellemektir. Alikilgunanin transferaz (AGT), timin 

O4 ile gunanin O6 pozisyonundaki alkil gruplarını uzaklaştırma yeteneğindedir. Alkil 

grupları dealkalasyon için, AGT ile sistein gruplarına bağlanarak metillenme 

hatalarını düzeltir.  

Metilguanin transferaz, ekonomik bir yöntem değildir. Çünkü; yok edilmesi 

gereken her metil grubu için yeni bir enzim gerekir ve enzim sayısı kadar onarım 

reaksiyonu gerektirir. Hücre için pahalı bir yöntemdir (59, 60, 61).  

2.9.2. Kesip-Çıkarma ile DNA Onarımı 

Kesip çıkarma onarımı birçok kimyasal reaksiyon sonucu oluşan hatalar için 

genel bir onarım sistemidir. İlk defa UV ile oluşan siklobütan timin dimerlerinin 

uzaklaştırıldığı bir sistem olarak Eschericia coli’de keşfedilmiştir (62). Sonuç olarak 

bu onarım sisteminin değişik tipleri hem prokaryot hem de ökaryotlar için en önemli 

onarım sistemidir. 

Üç çeşit kesip-çıkarma onarım sistemi vardır: Baz kesip-çıkarma onarımı, 

nükleotid kesip çıkarma onarımı ve hatalı eşleşme onarımıdır (63). 
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2.9.2.1. Baz Kesip-Çıkarma Onarımı (BER) 

BER ile okside/redükte, alkillenmiş, deamine olmuş veya yanlış yerleştirilmiş 

bazların onarımı gerçekleştirilir. BER mekanizması iki alt yolak ile gerçekleşebilir; 

kısa yolakta tek nükleotidlik bir değişim yapılır, uzun yolakta ise 2-10 nükleotidlik 

hasarlı bölge onarılır (64, 65). 

BER mekanizması için ilk adım olarak, DNA glikozilazlar hatalı bazların 

olduğu bölgeyi tanır. Monofonksiyonel olan DNA glikozilazlar tarafından hatalı baz 

sadece uzaklaştırılıp apürinik veya apirimidinik bölge oluşturulur. Bifonksiyonel 

olan DNA glikozilazlar ise liyaz aktivitesi sayesinde hatalı bazı ayırıp AP liyaz 

aktivitesini katalizleyebilirler. Apürinik veya apirimidinik bölge APE1 endonükleaz 

tarafından zincirden çıkartılır (Şekil 2.8.). Arkasından DNA polimeraz ile boşluklar 

doldurulup DNA ligaz ile birleştirilerek onarım tamamlanır. BER mekanizması için 

ayrıca uzun yolak olarak geçen bir şekilde,  XRCC1-PARP (poli ADP riboz 

polimeraz), tek zincir kırıklarına bağlanıp süreci başlatabilir (66). 
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Şekil 2.8. Baz eksizyon onarımı (67) 

2.9.2.2. Nükleotid Kesip Çıkartma Onarımı 

Baz kesip-çıkarma onarımından farklı olarak, bu sistemde çalışan enzimler, 

zarar gören bölge veya zarar tipini tanıyamazlar. Timin dimerleri ya da büyük 

eklentiler dolayısıyla DNA sarmalında oluşan bükülmeler, katlanmalar gibi daha 

genel özellikleri tanır ve işlevlerini gerçekleştirirler.  

NER tamiri için, iki sarmal içinde bulunan çıkıntılar veya diğer 

düzensizlikleri aramak için bazı proteinlerin DNA çift sarmal molekülü boyunca 

kayma yeteneği olması anahtar rol oynar (59). 
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İlk kez E.coli’de UV radyasyonuna duyarlılık gösteren bazı bağımsız 

mutantlar üzerinde gösterilmiş bir mekanizmadır. Uvr (Ultraviole onarımı) olarak 

tanımlanmış bu grup, uvrA, uvrB, uvrC mutasyonlarını kapsar. Uvr gen ürünleri, 

mutasyonların tanınıp kesilmesi ile ilişkilidir. Onarım daha sonra DNA polimeraz I 

ve DNA ligaz ile tamamlanır (Şekil 2.9.).  Onarım sırasında prokaryotlarda 12, 

ökaryotlarda 28 baz kesilip çıkartılır. 

Memelilerde ise uvr gen gruplarına benzer genler eşliğinde benzer bir 

mekanizma tanımlandı. NER onarımı iki alt mekanizma ile meydana gelir: Global 

genom tamir yolu (GGR, Global Genom Repair) ve transkripsiyona kenetlenmiş 

tamir yolu (TCR, Transcripsion-coupled repair)’  dur (59). 

 

 

Şekil 2.9. Nükleotid eksizyon onarımı (68). 
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2.9.2.2.1. Global Genom Onarımı 

NER mekanizmasında, XPC proteini DNA hasarında duyarlı olan sentrin 2 

ve HHR23B ile kompleks yaparak DNA’ya bağlanır ve DNA sarmalı kısmen açılır. 

Böylece diğer tamir genleri bölgeye toplanabilirler. XPA, DNA hasarında 

doğrulamayı yapar. XPA’nın işlevi TFIIH aktivitesine destek olmak ve DNA 

eklentilerini sabitlemektir. Replikasyon faktör A, XPA ile kompleks oluşturur. Hasar 

tanıma arkasına, TFIIH de komplekse katılır ve sarmal daha çok açılır. XPB 3’ →5’  

ve XPD 5’ →3’  helikaz aktivitesine sahiptir. TFIIH helikaz aktivitesiyle de ile DNA 

zinciri 20-30 nükleotid açılır. Arkasından, endonükleaz aktivitesi olan XPG, zinciri 

3’  bölgesinden DNA hasarına 5-6 nükleotid uzaktan keser. XPF proteini ERCC1 İle 

kompleks oluşturur ve zinciri 5’  bölgesinden hasara 20-22 nükleotid uzaktan keser. 

Böylece geniş bir oligonükleotid bölgesi serbest kalır. Serbest kalan 

oligonükleotidler XPC/HHR’ B proteini aracılığıyla uzaklaştırılır. Boşluk yine DNA 

polimeraz I ile doldurulur ve DNA ligaz ile birleştirilerek hasar onarılır (57, 64).  

2.9.2.2.2. Transkripsiyona Bağlı Onarım (TCR) 

Transkribe olacak olan kalıp DNA üzerinde oluşan hata ile RNA polimeraz 

aktivitesi ve tranksipsiyon durdurulmuş olabilir. Nükleotid kesip-çıkarma onarımı ile 

bu hata da düzeltilebilir. TCR içerisindeki fark DNA hasar tanınmasında 

XPC/HHR23B kompleksi yerine CBS (sistationin beta sentaz) proteini görev alır. Bu 

kompleks RNA polimeraz II’yi ubikitinleyerek parçalanmasını ve sonucunda 

uzaklaşmasını sağlar. Böylece hasarlı bölgeye TFIIH, XPA ve RPA proteinleri 

ulaşabilir. Geri kalanı ise global onarım ile aynı şekilde gerçekleşir (68). 

2.9.2.3. Yanlış Eşleşme Tamiri (Missmatch Repair, MMR) 

Bu tamir sistemi prokaryot ve ökaryotlarda tanımlanmış ve en iyi bakterilerde 

açıklanmıştır. Bu sistem ile yanlış eşleşen bazlar bulunup ortadan kaldırılarak DNA 

sentezinin doğruluğu 2-3 kat daha artar. E.coli’de oldukça ayrıntılı bir şekilde 

çalışılmıştır. E.coli’de onarımı yapmak üzere atasal olan DNA ipliği ile yeni 

sentezlenen DNA ipliğini birbirinden ayırt edebildiği gözlenmiştir. Bunun için, 
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GATC dizilerinde yer alan adeninler 6-metiladenin oluştururlar ve metillenme 

replikasyondan sonra gerçekleştiği için yeni sentezlenen zincirde metillenme 

görülmez ve böylece farklılık oluşur, tanınabilir.  

Yanlış eşleşme onarımında ilk olarak, MutH endonükleazı metile olmamış 

olan ipliği GATC dizisinden keser. MutS ve MutL enzimleri de bir endonükleaz ve 

helikaz ile birlikte kırık olan bölge ile yanlış eşleşen bölge arasındaki DNA parçasını 

çıkartırlar ve boşluk DNA polimeraz ile doldurulup DNA ligaz ile birleştirilir.  

Ökaryotlardaki yanlış eşleşme onarımında, MutS, MutL ve MutH yerine 

homologları bulunur. Metillenme gibi yeni ve eski zinciri ayırt etmesi ile tanıma 

mekanizması yoktur ancak genel olarak tamir işlemi, homologları ile yapılanla 

aynıdır (68). 

2.9.3. Rekombinasyonel Onarım (Replikasyon Sonrası Onarım) 

DNA onarımının bir başka tipi de rekombinasyonel onarımdır. DNA, 

hasarsız olan molekülle arasında parça değişimi yapar bu yüzden bu mekanizma 

rekombinasyon temeline dayanır ve replikasyondan sonra etkili olduğu için 

replikasyon sonrası onarım da denmektedir. Timin dimerleri veya diğer lezyonların 

hasar tamirinde sıkça kullanılır (68). Örneğin, ipliklerden birisinde oluşan timin 

dimeri NER mekanizması ile düzeltilememişse, DNA sentezi sırasında replikasyon 

çatalı oluştuğunda bozulma ile o bölgedeki kusurlu iplik kalıp olarak kullanılamaz. 

Bu durumda DNA polimeraz hata bölgesinde duraksar veya üzerinden atlar ve 

replikasyona ileriden devam eder. Sonucunda biri hatalı birisi normal olarak bulunan 

iki molekül birbirinden farklıdır. Bu durumda sağlam iplik hatalı bölge için kullanılır 

ve zarar gören bölge karşısındaki boşluk sağlam bölgedeki homoloğu ile doldurulur. 

Sağlam iplik tekrar DNA polimeraz ile doldurulur ve hasar düzeltilir (67). 

Rekombinasyonel onarım ayrıca iyonize radyasyon veya bazı kimyasallar ile oluşan 

çift zincir kırıklarının onarımı için de kullanılan bir mekanizmadır.  

2.9.3.1. Çift Zincir Kırık Onarımı (DSBR, Double Strand Break Repair) 

Çift zincir kırığı için en önemli neden iyonize radyasyon (X-ışını)’dur. Çift 

zincirde birden oluşan kırıklar ile DNA hasarı en yıkıcı hasara uğrar. Onarılamazsa 
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hücre ölümü, kromozom kırıkları gibi durumlar oluşabilir. Yanlış onarılması 

durumunda ise kansere neden olabilir (69). Çift zincir kırık onarımı için iki 

mekanizma kullanılabilir: Homolog uçların birleşmesi ve homolog olmayan uçların 

birleşmesi 

2.9.3.1.1. Homolog Uç Birleşmesi 

Hata olan iplik ile zarar görmemiş olan iplik arasında gerçekleşen bir 

rekombinasyon vardır. Hücreler içerisinde aynı DNA sarmalından iki tane bulunması 

özelliğinden yararlanılır. Sağlam DNA sarmalındaki dizi rekombinasyon ile kırık 

olan bölgeye aktarılır ve çift iplik kırıklı moleküldeki iplikler iki DNA arasındaki 

karşılıklı parça değiş tokuşu ile uzar işlem bitince bağlantı çözülür replikasyon çatalı 

normal ilerlemeye devam eder. 

Homolog uç birleşmesi özel proteinler gerektirir. Bu onarım sistemi E.coli’de 

RecBCD yoluyla gerçekleşir. Ökaryotlarda ise, Rad gen ailesi homolog uç birleşmesi 

ile yapılan rekombinasyon onarımında görevlidir. Özellikle Rad52 grubundaki genler 

çift iplik kırık onarımında aktiftir (59, 69).  

2.9.3.1.2. Homolog Olmayan Uç Birleşmesi 

Homolog bir kromozomdan faydalanmaksızın DNA uçlarının bağlanmasının 

biyokimyasal şeklidir. DNA’nın iki ucu, kırık uçlarından dışa doğru çıkıntılar 

oluşturur ve tekli iplikler birbirleriyle bağlanabilirler. Bazı bazlar arasında bağlanma 

olabilir bu oldukça kısıtlıdır. Daha sonra tek iplik uçlar nükleazlar tarafından yok 

edilir, boşluk da DNA polimeraz ile doldurulur (59, 69). 

Homolog olmayan uç birleşmesinde görevli Ku proteinleri tanımlanmıştır. 

DNA’daki kırık uçları bir araya getirir, o bölgeleri proteazlara karşı korur ve onarım 

proteinlerinin bölgeye toplanmasını sağlarlar. 

Homolog olmayan uç birleşmesi sırasında, kırılma bölgesinde uçların 

bağlanabilmesi için baz kayıpları gerçekleşebilir. Hata eğilimli bir onarım sistemidir. 

Buna karşın, insanda yaygın kullanılan bir sistemdir. Memelilerde protein şifreleyen 

genler genomda çok az yer kapladıkları için, genomun büyük kısmı zarar görmez ve 

kromozomların yapısı korunmuş olur (59). 
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2.9.4. SOS Onarımı 

E.coli’de, UV radyasyonu, baz analogları gibi kimyasal ajanlar DNA 

üzerinde hasar yaptıkları zaman SOS denilen bir sistem harekete geçer. Normal 

zamanda Lex A gen proteini SOS sisteminde görev alan genlerin operatör bölgelerine 

bağlanarak inhibe eder. Ancak hasar oluşumuna dair bir uyaran gelirse, Rec A geni 

aktive edilir. Aktif olan Rec A geni, Lex A proteinin yıkılmasına neden olur. Lex A 

geninin yıkılması ile baskıladığı genler aktifleşir ve SOS onarımı çalışır. Hasar 

onarımından sonra Lex A yıkımı durdurulur. Ve baskılanma tekrar aktifleşir. 

Rekombinasyonel onarımda olduğu gibi boşluk atlanarak sonra düzeltilmeye 

çalışılmaz. Hata olan bölgede doğru bazlar yerine tesadüfi de olsa bazlar yapıya 

anında eklenir ve replikasyonun doğruluğundan fedakarlık edilerek uyum sağlanır. 

Bu nedenle sistem hataya meyilli olarak tanımlanır (70). 

2.10. DNA Onarım Genleri 

Bu bölümde DNA tamir genlerinden yalnızca çalışmamıza dahil ettiğimiz 

genler; APE1 Asp148Glu, XRCC1 Arg194Trp, XRCC1 Arg399Gln ve XPD 

Lys751Gln genleri ve polimorfizmleri açıklanmıştır.  

2.10.1. APE1 (Apürinik/Apiriminik endonükleaz I) 

APE1 (Apürinik/Apiriminik Endonükleaz I) geni, kromozomun 14q11.2-q12 

bölgesinde yerleşmiştir. Yaklaşık olarak, 2.6 kilobazdır ve 5 ekzon bölgesi içerir 

(71).  Bu genin ürünü olan protein 317 aminoasitten oluşur ve 35 kDa ağırlığındadır.  

APE1, DNA baz eksizyon onarım mekanizmasında önemli bir rol oynar. 

DNA eklentilerinin düzeltilmesinde, okside ve redükte olan bazların düzeltilmesinde 

ve metillenme ile ilişkili ajanların üretiminde işlevi vardır. DNA üzerinde hatalı olan 

bazın çıkartılmasıyla boş kalan abazik bölgede BER sürecini başlatır.  

APE1 geninin 5. ekzonunda G→T değişikliği sonucu aspartik asitin glutamik 

aside dönüşümü (Asp148Glu) ve 3. ekzonda glutamik asitin histidine değişmesine 

neden olan C→G değişikliği (Gln51His) gibi tek nükleotid polimorfizmleri (SNP) 
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sıklıkla çalışılanlardandır ve bu polimorfizmlerin enzim fonksiyonu üzerinde de 

değişikliğe neden olduğu bildirilmiştir (72). 

Bazı çalışmalar ile akciğer, ovaryan gastroözafagol ve osteosarkoma 

kanserleri ile de ilişkili olduğu bildirilmiştir (72, 73, 74, 75).  

2.10.2. XPD (Xeroderma pigmentosum grup D) 

Xeroderma pigmentosum grubunda 7 adet gen tanımlanmıştır. Bu genler 

nükleotid eksizyon onarımında görev alırlar. Bizim çalıştığımız XPD geni, 

kromzomun 19q13.3 bölgesinde lokalizedir. Yaklaşık olarak 19 kilobazdır ve 23 

ekzon bölgesi içerir. Bu genin ürünü olan protein 760 aminoasitten oluşur ve molekül 

ağırlığı 87 kDa’dur.  

XPD geni, NER ile timidin dimerleri gibi lezyonları tamir eder. TFIIH 

kompleksine bağlanarak 5’ →3’  helikaz aktivitesi gösterir.  

XPD geninde oldukça fazla SNP belirlenmiştir ancak bunlardan sıklıkla iki 

tanesi çalışmıştır. XPD Asp321Asn polimorfizmi ile XPD Lys751Gln 

polimorfizmleri incelenmiştir. XPD Lys751Gln polimorfizminde 23.ekzonunda G 

→T olan bir değişim ile Lizin aminoasiti Glutamine dönüşür. Ve bu değişimin düşük 

DNA tamir kapasitesine neden olduğu düşünülmektedir (76, 77).  

XPD Lys751Gln polimorfizmi ile fırında çalışanlarda ve in vitro olarak 

incelendiğinde vinil klorid monomerine maruz kalanlarda artmış MN frekansı 

belirlenmiştir (78). XPD polimorfizmlerinin ayrıca kafa boyun kanserleri, melonama 

deri kanserleri ve akciğer kanserleri ile ilişkili olduğu bulunmuştur (79). 

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

XRCC1 geni kromozomun 19q13.2-q13.3 bölgesinde lokalize olmuştur. 

Yaklaşık olarak 33 kilobazdır ve 17 ekzon bölgesi içerir. Bu gen ürünü olan protein 

633 aminoasitten oluşur ve moleküler ağırlığı yaklaşık olarak 70 kDa’ dur (60). 

XRCC1, BER mekanizması üzerinde, DNA glikozilaz tarafından DNA hasarı 

sonucu oluşturulan abazik bölgede, APE1, DNA polimeraz β, DNA ligaz III ve poli-

ADP-riboz polimeraz (PARP-1 ve PARP-2) ile kompleks yaparak iskele görevi 
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görür.  XRCC1, NER mekanizmasında da önemli bir rol oynar ve NHEJ geni ile 

beraber tek zincir kırıklarını tamirinde de rol oynadığı düşünülmektedir (13). 

XRCC1 geni için oldukça fazla SNP bildirilmiştir. Bunlar arasında özellikle 

kodon 280, kodon 194 ve kodon 399 çalışılmıştır. XRCC1 Arg194Trp 

polimorfizminde C → T değişimi sonucunda Arjininden, Triptofana bir değişim 

gerçekleşir ve XRCC1 Arg399Gln polimorfizminde ise G→A değişimi ile Arjinin, 

Glutamin değişimi olmaktadır (80). 

Yapılan bazı çalışmalar ile kodon 399Gln allelinin yüksek mutajen 

duyarlılığı ve artmış seviyede DNA eklentileri ile ilişkili olabileceği bildirilmiştir. 

Butadine maruz kalan Çinli işçilerde, artmış seviyede MN frekansı ve XRCC1 

Arg194Trp, XRCC1 Arg399Gln gen polimorfizmleri arasında ilişki bulunmuştur 

(81). Başka bir çalışmada vinil klorid monomerine maruz kalma sonucu artan MN 

frekansı ile XRCC1 Arg194Trp arasında ilişki tespit edilmiştir (73). Ayrıca, yine bazı 

çalışmalar sonucunda XRCC1 399 varyantının, kafa-boyun kanseri, akciğer kanseri, 

kolorektal kanser ve göğüs kanseri ile ilişkili olduğu bildirilmiştir (13, 82).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



30 
 

 

3. GEREÇ ve YÖNTEM 

 Bu çalışmada 25-55 yaşlarında, sigara içmeyen, metabolik ve genetik 

hastalığı olmayan kronik hepatit B hastaları ile kontrol grubu olarak çalışma 

grubuyla benzer yaş grubu (25-55) özelliği gösteren, sigara içmeyen, metabolik ve 

genetik hastalığı olmayan sağlıklı bireyler alındı. Enfeksiyon Hastalıkları ve 

Gastroenteroloji bölümlerine başvuran kronik hepatit B enfeksiyonlu hastalar, 

demografik özellikleri, sigara, alkol kullanım durumları ve tenofovir kullanım 

durumlarını içeren  “hasta kayıt formu”na kaydedildi. Çalışmaya dahil edilen 

hastalardan 5 ml heparinle yıkanmış enjektörle ve 3 ml EDTA’lı tüplerde kan 

örnekleri alınarak tenofovir kullanım sürelerine göre gruplandırıldılar ve tenofovirin 

genotoksik etkileri kontrol grubu ile karşılaştırılarak araştırıldı. 

3.1. Kullanılan Kimyasal Maddeler ve Deney Ekipmanları  

3.1.1. Kullanılan Kimyasal Maddeler  

3.1.1.1. Tenofovir disproksil fumarat 

Ticari Adı: Viread, Tenoviral, Zentovir 

Kimyasal Adı: 9-((r)- 2-((bis(((isopropoxycarbonyl) oksi) metoksi) phosphinyl) 

metoksi) propil) adenin fumarat 

 

Kapalı Formülü: C9H14N5O4P 
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Açık Formülü:  

 

   
 
Moleküler Ağırlığı: 287.212322 [g/mol] 
 

 Milli Tıp Kütüphanesi kayıt numarası (CAS No): 147127-20-6 
  

3.1.1.2. Kromozom Medyumu  

Bu çalışmada Peripheral Blood Karyotyping Complete Medium (Bio.End., 

01-201-1B), hücre kültürü için kullanıldı. Bu medyum her tüpe 5 ml olacak şekilde 

paylaştırıldı ve bu miktarlarda kullanıldı. Kültür tüpleri steril olarak temin edildi.  

3.1.1.3. Hipotonik  

Hipotonik olarak 0,040 M’  lık KCl kullanıldı. Her preparasyondan yaklaşık 

2 saat önce yeteri kadar miktar hazırlanıp kullanım amacına göre 37 ºC’deki 

inkübatörde bekletildi.  

3.1.1.4. Fiksatif  

MN için yapılan çıkarımda iki farklı fiksatif kullanıldı. İlk fiksatif 1 birim 

glasiyal asetik asitin 5 birim metanol ile karıştırıldıktan sonra 1/1 oranında % 0,9 

NaCl ile seyreltilmesiyle hazırlandı. Diğer fiksatifler ise NaCl ilave edilmeden, 1 
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birim glasial asetik asitin 3 birim metanol ile karıştırılması ile hazırlandı. Fiksatif, 

her seferinde preparat yapım işleminden iki saat önce hazırlanıp +4 ºC’  de saklandı.  

3.1.1.5. Giemsa  

Giemsa boyası (Merck, 9204) distile su içinde % 6’lık boya eriyiği olarak 

hazırlandı ve preparatların boyanmasında kullanıldı.  

3.1.1.6. Entellan  

 Preparat kapatma solüsyonudur (Merck, 7961). Preparatlar daimi hale 

getirilirken lam ve lamelin birbirlerine yapıştırılmasında kullanıldı. 

3.1.1.7. DNA İzolasyon Kiti 

DNA izolasyonu için, Roche Diagnostic, GmbH, Mannheim, Germany 

manuel izolasyon kiti kullanıldı. 

3.1.2. Kullanılan Deney Ekipmanları 

3.1.2.1. Hassas Terazi  

Kimyasalların tartılmasında 0,001 gr hassasiyetindeki terazi (Precisa) 

kullanıldı.  

3.1.2.2. Santrifüj  

Rotor çapı 21 cm olan ve 4000 rpm’ye kadar yükselebilen devir hızı, 99 

dakikalık zaman ayarlayıcı ve 28 tüp kapasiteli santrifüj (Hettich Universal) 

çalışmalarda kullanıldı.  
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3.1.2.3. Mikroskop  

Koordinat cetveli ve immersiyon objektifi olan binoküler ışık mikroskobu 

(Carl Zeiss) preparat incelemeleri sırasında kullanıldı.  

3.1.2.4. İnkübatör  

Hücrelerin 37 ºC’de inkübe edilmesi için inkübatör (Nüve EN500) kullanıldı.  

3.1.2.5. Flow Kabin (Steril Kabin)  

Hücre kültürü tüplerine kan ekiminin yapılması, test solüsyonlarının 

hazırlanması ve kültür tüplerine ilave edilmesi sırasında steril bir ortam olarak, % 

99,9 partikül tutma özellikli filtreye sahip, UV ve floresan ışığı olan flow kabin 

(Labormed) kullanıldı.  

3.1.2.6. Su Banyosu  

Hücre kültürünü hazırlamak amacıyla kullanılan donmuş besiyerini eritmek 

amacıyla 0-60 oC’ye ayarlanabilir su banyosu (Memmert) kullanıldı.  

3.1.2.7. Vorteks  

Vorteks, harvest işleminde hipotonik ve fiksatif eklenme aşamasında 

kullanıldı.  

3.1.2.8. Isı Bloğu 

 DNA izolasyonu sırasında Biosan marka ısı bloğu kullanıldı. 

3.2. Çalışma Planı  

Araştırma, iki çalışma grubu ile yürütüldü. 1. grup sağlıklı bireylerden oluşan 

bir kontrol grubu iken, 2. grup tenofovir kullanım süresine bağlı olarak (günlük 245 
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mg x 1) kronik hepatit B hastalarından oluşturuldu. Hasta grubundan oluşan 2. Grup 

içerisinde; hepatit B tanısı almış ancak ilaç kullanmayan hastalar grup A, 6 ay ilaç 

kullanan hastalar grup B ve ilacı 12 ay kullanan hastalar grup C olarak gösterildi 

(Tablo 3.1.).   

Tablo 3.1. Deney grupları. 

 
Gruplar 

 
Denek Sayısı 
 

 
Sağlıklı Kontrol Grubu 
 

 
15 

H
as

ta
 G

ru
bu

 
 

 
Grup A (Tedavi görmeyen                  

 
HBV hastaları) 

 
10  
 

 
Grup B (0-6 ay tenofovir  
 
kullanmış HBV hastaları) 

 
10  

 
Grup C (12+ ay tenofovir  
 
kullanmış HBV hastaları) 
 

 
10  

 
            

Hasta ve kontrol grubundaki her bireyden periferik venöz kan örneği 5 ml 

heparinle yıkanmış enjektör ve 3 ml EDTA’lı tüplerde alındı. Alınan örnekler 

üzerinde sitogenetik ve moleküler analizler yapıldı. Sitogenetik olarak MN sayısı ile 

MI incelendi ve moleküler olarak; DNA izolasyonu yapıldıktan sonra gerçek zamanlı 

PZR (Real Time PCR) ile APE1 Asp148Glu, XRCC1 Arg194Trp, XRCC1 

Arg399Gln ve XPD Lys751Gln tamir genlerinin polimorfizmleri incelendi. 
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3.3. Sitogenetik Analizler 

3.3.1. Hücre Kültürünün Yapılması ve Preparatların Hazırlanması  

Hasta ve kontrol gruplarındaki bireylerden 1/10 oranında heparinize edilmiş 

enjektör ile 5cc olarak alınan kan örnekleri 5’er ml’lik kromozom medyumlarına 

steril şartlarda 0,4 ml ekildi. Hücreler inkübatörde 37 °C’de 72 saat için inkübasyona 

bırakıldı (83). 

72 saatlik kültür sonunda MN ve MI incelemesi için çıkarım (harvest) işlemi 

uygulanarak preparatlar boyamaya hazır hale getirildi. Kültür süresi olan 72. saatin 

bitiminde kültür tüpleri 1700 rpm’de 10 dk santrifüj edildi, süpernatant atıldı. Dipte 

kalan ve hücreleri ihtiva eden 0,5-0,7 ml’lik sıvı pellet vorteks ile iyice 

karıştırıldıktan sonra tüplere etüvde 37 °C’de tutulan hipotonik eriyik ilave edildi. Bu 

eriyiğin ilavesi damla damla ve vorteks ile karıştırılarak yapıldı. Her tüpe 8 ml 

hipotonik eriyik ilave edildikten sonra tüpler, ağzı kapatılarak 7 dakika inkübatörde 

bekletildi. Sürenin sonunda tüpler 10 dk 1700 rpm’de santrifüj edildi, süpernatant 

atıldı. Hipotonik eriyik ilavesi gibi yavaş yavaş ve karıştırarak her tüpe 6 ml soğuk 

fiksatif ve NaCl çözeltisi 1:1 oranında ilave edildi. Hücreler 1700 rpm’de 10 dk 

santrifüj edildi ve süpernatant atıldıktan sonra tüplere fiksatif ilave edildi. Bu işlem 3 

kere tekrarlandı. 3. fiksatif muamelesinin sonunda tüpte kalan sıvının tamamen 

berraklaştığı görüldü. Eğer sıvı berraklaşmamışsa tekrar fiksatif muamelesine devam 

edildi. Son santrifüjden sonra dipte 0,5-0,7 ml sıvı kalacak şekilde süpernatant 

atıldıktan sonra preparat hazırlama işlemine geçildi. Tüpün dibinde toplanan hücreler 

pasteur pipeti ile karıştırılarak homojen hale getirildi. Pasteur pipetine 4-5 damla 

olacak şekilde bu hücre süspansiyonundan çekildi. Pasteur pipetinden, daha önce 

temizlenmiş ve saf su içerisinde buzdolabında saklanmış lamların üzerine 50-75 cm 

yükseklikten farklı alanlara 1’er damla olmak üzere hücre süspansiyonu damlatılarak 

(her lama 3-4 damla) hücrelerin lam üzerinde yayılması sağlandı. Hücre 

süspansiyonunun lamlara damlatılması esnasında damlaların üst üste düşmemesine 

dikkat edildi. Bu şekilde hazırlanan preparatlar kurumak üzere 24 saat oda ısısında 

bekletildi (84). 
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3.3.2. Preparatların Boyanması  

Hazırlanan preparatlar % 5’lik giemsa boyası ile 10 dakika boyunca boyandı. 

Bu sürenin sonunda preparatlar boyadan çıkarıldı, üç ayrı kaptaki saf su içinden 

geçirilerek preparatlar üzerindeki fazla boyanın akması sağlandı. Bundan sonra 

preparatlar dik vaziyette konularak kurumaya bırakıldı. Kuruyan preparatlar entellan 

ile kapatılarak daimi hale getirildi. Entellan kuruduktan sonra bu daimi preparatlarda 

mikroskobik incelemeler yapıldı (43, 68). 

3.3.3. Mikroskobik İnceleme  

Hazırlanmış olan daimi preparatlar Carl Zeiss ışık mikroskobunda 40’lık 

objektif ile incelendi (x400). Bu incelemeler sırasında her bir bireyden hazırlanan 

preparatlardan MN analizi için 1000 hücre; MI analizi için 3000 hücre sayıldı, bu 

verilerden MN yüzdesi belirlendi (85). 

3.3.3.1. MN Sayısının Saptanması  

MN ayırımı Fenech (2003) tarafından belirlenen kriterlere göre yapıldı. Bu 

kriterlere göre;  

1. Ana nükleus ve MN, nükleus zarıyla çevrili yuvarlak ya da oval olmalıdır,  

2. MN’ler ana nükleusun 1/3’ünden küçük ve 1/16’sından büyük olduklarında 

değerlendirilmelidir,  

3. MN’ ler ana nükleus gibi boyanmalıdır,  

4. MN’ ler ana nükleustan açık bir şekilde ayrılmış olmalıdır.  

MN’nin hesaplanması kimyasal veya fiziksel bir maddenin sitotoksik etkisini 

göstermede önemli bilgiler sağlar (86). MN için her preparatta toplam 1000 hücre 

sayıldı.  

3.3.3.2. Mitotik İndeksin (MI) Saptanması  

Tenofovirin mitoz bölünme üzerindeki etkilerini belirlemek amacı ile MN 

için hazırlanmış preparatlarda toplam 3000 hücre incelendi ve bunlar arasında mitoz 

bölünme geçiren hücrelerin sayısı kaydedildi. Mitoz geçiren hücrelerin oranı 

aşağıdaki formüle göre hesaplanarak yüzde cinsinden MI belirlendi (83). 
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MI= Metafazdaki hücre sayısı (M) x 100 / N  

 

N: Toplam hücre sayısı 

3.4. Moleküler Analizler 

3.4.1. DNA İzolasyonu 

Genomik DNA izolasyonu için, çalışma gruplarındaki bireylerden alınan 2 

ml periferik kan, antikoagulant olarak EDTA içeren tüplere alındı. DNA izolasyonu 

için “High Pure PCR Template Preparation Kit  (Roche Diagnostics Mannheim, 

Germany)”  kullanıldı.  

Her hasta için: 

• 200μl Elution Buffer, ependorfa eklenerek, son işlemde kullanılmak 

üzere ısı bloğunda 70 °C’de bekletildi. 

• 200 μl kan ependorf tüplerine konuldu. 

• Kanın üzerine 200 μl Binding Buffer eklendi. 

• 40 μl Proteinaz K eklendi. 

• Karışım vortekslendikten sonra 70°C ısı bloğunda 10 dakika bekletildi. 

• Isı bloğundan alındıktan sonra, 100 μl izopropanol eklenerek karıştırıldı. 

• Tüm karışım filtreli tüplere aktarıldı ve 8000 rpm’de 1 dakika santrifüj 

sonrasında kolonun altındaki kolleksiyon tüpü atıldı ve yeni kolleksiyon 

tüp takıldı. 

• 500 μl Removal Buffer eklendi. Ve 8000 rpm’de 1 dakika santrifüj 

sonrasında kolonun altındaki kolleksiyon tüpü atılır ve yeni kolleksiyon 

tüp takıldı. 

• İki kez 500 μl Wash Buffer eklenerek yıkama işlemi tekrarlandı. 

• En son ısı bloğundaki Elution Buffer eklenip santrifüj işlemi tekrarlandı 

ve DNA’nın filtreden alt tüpe geçmesi sağlandı. 

• Tüpte izole olan DNA ependorf tüpüne konularak istenildiği zaman 

kullanılmak üzere -20°C’de bekletildi. 
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3.4.2. Gerçek Zamanlı PZR (PCR) 

Polimorfizmlerin belirlenmesi için ilgili gen bölgesi bir çift primer ve 

floresan-isaretli prob kullanılarak çoğaltıldı. Bu aşamada LightSNiP assay (TIB-

MolBiol, Berlin, Germany) ve “LCTM LightCycler FastStart DNA Master HybProbe 

Kit” kullanılarak LightCycler 2.0 (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) 

cihazında erime eğrisi analizine göre yapıldı. Reaksiyon karışımı bir hasta için 20 μl 

hacimde 5 µl genomik  DNA, 2 µl LCTM FastStart DNA Master miks, 1 µl of reagent 

mix, 1.2 µl of MgCl2 (25 mM) and 10.8 µl H2O olmak üzere hasta sayısına uygun 

olarak hazırlandı ve cam kapiler tüplere dağıtıldı. Kapilerler kapatılarak cihaza 

yerleştirildi. 

Cihazın PCR programı; 95ºC’de 10 dakika başlangıç denetürasyonunun 

ardından; 95ºC’de 10 saniye denatürasyon, 60ºC’de 10 saniye bağlanma ve 72 °C’de 

15 sn uzamayı içeren 45 döngü olarak ve erime eğrisi analizi için, 95°C’de 20 sn 

denatürasyonu takiben ısı değisim oranı 20°C/sn olacak şekilde 40°C’ye kadar 

soğutma, sonra ısı değisim oranı 0.2°C/sn olacak sekilde 85°C’ye kadar tekrar ısıtma 

son olarak tekrar 40°C’de 30 sn son soğutma olacak şekilde ayarlandı. 

Her mutasyon için olguların genotiplendirilmeleri, çalışma sonrasında oluşan 

erime derecelerine (melting temperature, Tm) göre belirlendi.  

 
 

3.5. İstatistiksel Analiz  

Sitogenetik analizler sonucunda elde edilen MN, MI, polinükleer ve nükleus 

anomalisi parametrelerine ait verilerin istatistiksel değerlendirmelerinde “Windows 

for SPSS Version 21” yazılım programı kullanıldı. Ölçülebilir veriler median, 

minimum ve maximum olarak sunuldu. Örneklem sayısı (n)≤50 olduğu için Shapiro-

Wilk normallik testi ile değişkenlerin normal dağılım göstermediği saptandı 

(p<0.05). MN ve MI verilerinin gruplar arası karşılaştırılmasında Kruskal-Wallis 

varyans analizi, Mann-Whitney U testi ve Connover testleri kullanıldı. P≤0.05, 

istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 

Verilerden elde edilen moleküler analizlerin sonucuna göre; APE1 

Asp148Glu, XRCC1 Arg194Trp, XRCC1 Arg399Gln ve XPD Lys751Gln gen 
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polimorfizmlerinin kontrol ve hasta gruplarına ait genotip ve allel dağılımlarının 

karşılaştırılmasında çok gözlü ki-kare testi kullanıldı. APE1 Asp148Glu, XRCC1 

Arg194Trp, XRCC1 Arg399Gln ve XPD Lys751Gln gen polimorfizmleri ile 

mikronükleus frekansı ilişkisi Mann-Whitney U testi ile değerlendirildi. 
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4. BULGULAR 

Bulgular değerlendirilirken, hasta grubu içerisinde; hepatit B tanısı almış 

ancak ilaç kullanmayan hastalar grup A, 0-6 ay ilaç kullanan hastalar grup B ve ilacı 

12+ ay kullanan hastalar grup C olarak gösterilmiştir. 

4.1. Sitogenetik Analizlerden Elde Edilen Bulgular 

4.1.1. Tenofovir Disoproksil Fumarat’ın Mikronükleus Oluşumu Üzerine 
Etkileri 

Tüm parametreler için örneklem sayısı (n) ≤50 olduğundan dolayı normallik 

testi için Shapiro-Wilk testi kullanıldı. MN için yapılan normallik testi sonucuna 

göre gruplar arasında normal bir dağılım olmadığı saptanmıştır. 

MN sıklığını incelemek üzere MN değeri yüzde (%) olarak hesaplandı. 

Kontrol grubunda karşılaştırmada kullanılmak üzere median 0,100 bulunurken; Hasta 

grubu içerisinde; Grup A’da 0,200, Grup B’de 0,350 ve Grup C’de 0, 200 olarak 

bulundu. Tüm hasta grupları birlikte kontrole göre kıyaslandığı zaman istatistiksel 

olarak aralarında anlamlı fark olduğu tespit edilmiştir (p <0.05) (Tablo 4.1.). 

Tablo 4.1. Kontrol grubu ve hasta gruplarından elde edilen periferal lenfositlerinde 
MN’li hücre yüzdesi. 

 
  
 

Gruplar Mikronükleus 
 

Median (Min-Max) 
 
Kontrol Grubu 
 

 
0,100 

 
(0,00-0,40) 

H
as

ta
 G

ru
bu

 Grup A  
0,200 

 
(0,00-0,40) 

Grup B  
0,350 

 
(0,20-0,90) 

Grup C  
0,200 

 
(0,10-0,80) 
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Hasta grupları MN frekansı bakımından grup içi karşılaştırıldığında gruplar 

arasında anlamlı fark bulunamamıştır. Dolayısı ile hastalık tanısı almış ancak ilaç 

tedavisi başlamamış hastalar ile ilaç tedavisi alan hastalar arasında önemli farklılık 

saptanamamıştır (Tablo 4.2.). 

Tablo 4.2. Hasta gruplarının MN’li hücre yüzdesi. 

Hasta Grupları Mikronükleus 

Median (Min-Max) 

Grup A 0,200 (0,00-0,40) 

Grup B - C 0,250 (0,10-0,90) 

Yapılan mikroskobik incelemelerde tek mikronükleuslu ve çift 

mikronükleuslu hücrelere rastlanmıştır (Şekil 4.1.). 

 

Şekil 4.1. MN içeren hücre ile mitoz bölünme geçiren hücre 
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Şekil 4.2. İki MN’ li hücre 

 

Şekil 4.3. MN içeren hücre 
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4.1.2. Tenofovir Disproksil Fumarat’ın Mitotik İndeks (MI) Üzerine Etkileri 

Tenofovir’in mitoz bölünme üzerindeki etkisini belirlemek üzere MI değeri 

saptanmıştır. Mitotik indeks için gruplar normallik testi ile bakıldığında normal 

dağılım göstermediği bulunmuştur. 

MI için karşılaştırma yapmak üzere kontrol grubu medianı 2,100; hasta grubu 

içerisinde Grup A 4,400; Grup B 3,450; Grup C 4,300 olarak bulunmuştur. Tüm 

gruplar MI’ya göre kıyaslandığı zaman aralarında anlamlı bir fark olduğu tespit 

edilmiştir (Tablo 4.3.). 

Tablo 4.3. Kontrol grubu ve hasta gruplarından elde edilen periferal lenfositlerinde 
MI’lı hücre yüzdesi.  

 

* Kontrol ile karşılaştırmada fark anlamlı. p<0,05 

 

           

 

 

Gruplar Mitotik İndeks 

Median      (Min-Max) 

 

Kontrol Grubu 

 

 

      2,100 

 

(1,17-4,00) 

H
as

ta
 G

ru
pl

ar
ı 

 

Grup A 

 

      4,400* 

 

 

(3,33-7,17) 

 

 

Grup B 

 

       3,450* 

 

 

(1,60-5,20) 

 

 

Grup C 

 

         4,300* 

 

 
(2,70-7,27) 
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MI’  ya göre, hasta grupları arasında Hepatit B tanısı almış ancak ilaç 

kullanmayan hasta grubu ile ilaç kullanan hasta grubu karşılaştırıldığında aralarında 

anlamlı bir fark tespit edilememiştir (Tablo 4.4.). 

            

Tablo 4.4. Uygulama gruplarının MI’lı hücre yüzdesi. 

Hasta Grupları Mitotik İndeks 

Median (Min-Max) 

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

Grup B-C 3,865      (1,60-7,27) 

        

4.2. Moleküler Analizlerden Elde Edilen Bulgular 

4.2.1. XPD Lys751Gln Gen Polimorfizmi 

İlaç kullanım süresine göre gruplandırılmış olan Hepatit B hastalarından 

oluşan hasta grupları ile kontrol grubundaki bireylerin XPD Lys751Gln polimorfizmi 

bakımından genotiplerini belirlemek üzere gerçek zamanlı-PZR çalışması 

yapılmıştır. XPD Lys751Gln polimorfizmi bakımından hasta ve kontrol 

gruplarımızdaki genotip ve allel dağılımları hesaplanmış olup Tablo 4.5. ve Tablo 

4.6.’da verilmiştir. 

Bulgularımıza göre; kontrol grubumuzda genotip frekansları Lys/Lys % 20, 

Lys/Gln % 60 ve Gln/Gln % 20 olarak belirlenmiştir. (p>0.05). 

Hasta gruplarımızın genotip frekans oranları ise: Grup A’da Lys/Lys genotip 

frekansı % 20 Lys/Gln ve Gln/Gln genotip frekansları ise % 40 olarak belirlenmiştir. 

Grup B’de Lys/Lys genotip frekansı % 40, Lys/Gln ve Gln/Gln genotip frekansları % 

30 olarak belirlenmiştir. Grup C’de Lys/Lys, Lys/Gln ve Gln/Gln genotip frekansları 

sırası ile % 30, % 60 ve % 10 olarak belirlenmiştir.  
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Genotip frekansları bakımından tüm gruplar elde edilen verilere göre 

istatistiksel olarak değerlendirildiğinde aralarındaki farkın anlamlı olmadığı 

belirlenmiştir (p>0.05) (Tablo 4.5.). 

İlaç kullanım süresine göre gruplandırılmış olan Hepatit B hastalarından 

oluşan hasta grupları ile kontrol grubumuzu oluşturan bireyler allel dağılımları 

bakımından da değerlendirilmiş olup sonuçlar Tablo 4.6.’da verilmiştir. 

 Elde edilen verilere göre; kontrol grubunda Lys allel frekansı % 50 ve Gln 

allel frekansı yine % 50 olarak hesaplanmıştır.  

Hasta grupları içerisinde Grup A’da XPD kodon 751, Lys allel frekansı % 40 

Gln allel frekansı % 60 Grup B’de  Lys allel frekansı % 55, Gln allel frekansı % 45 

ve Grup C’de ise Lys allel frekansı % 60 Gln allel frekansı % 40 olarak 

belirlenmiştir.  

Allel sıklığı bakımından elde edilen veriler istatistiksel olarak 

değerlendirildiğinde gruplar arasındaki farkın önemli olmadığı belirlenmiştir 

(p>0.05) (Tablo 4.6.). 

Tablo 4.5. Hasta ve kontrol gruplarında XPD Lys751Gln polimorfizmi bakımından 
genotip dağılımı. 

 
Gruplar XPD Genotip Frekansı  

N  (%) 
Toplam 
 N (%) 

Lys/Lys  Lys/Gln Gln/Gln 
 Kontrol  3 (20,0) 9 (60,0) 3 (20,0) 

 
15 (100,0) 

H
as

ta
 G

ru
bu

 Grup A 2 (20,0) 4 (40,0) 4 (40,0) 
 

10 (100,0) 

Grup B 4 (40,0) 3 (30,0) 3 (30,0) 
 

10, (100,0) 

Grup C 3 (30,0) 6 (60,0) 1 (10,0) 
 

10 (100,0) 

             Toplam 12 (26,7) 22 (48,9) 11 (24,4) 
 

45 (100,0) 
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Tablo 4.6.  Hasta ve kontrol gruplarında XPD Lys751Gln polimorfizmi bakımından 
allel dağılımı. 

 
Gruplar XPD Allel Frekansı 

 N (%) 
Toplam 
N (%) 

Lys Alleli Gln Alleli 
             Kontrol 15 (50,0) 

 
15 (50,0) 30 (100,0) 

H
as

ta
 G

ru
bu

  Grup A 8 (40,0) 
 

12 (60,0) 20 (100,0) 

 Grup B 11 (55,0) 
 

9 (45,0) 20 (100,0) 

Grup C 12 (60,0) 
 

8 (40,0) 20 (100,0) 

            Toplam 46 (51,1) 
 

44 (48,9) 90 (100,0) 

 
 

4.2.2. XRCC1 Arg194Trp Gen Polimorfizmi 

İlaç kullanım süresine göre gruplandırılmış olan Hepatit B hastalarından 

oluşan hasta grupları ile kontrol gruplarındaki bireylerin XRCC1 Arg194Trp 

polimorfizmi bakımından genotiplerini belirlemek üzere gerçek zamanlı-PZR 

çalışması yapılmıştır. Elde edilen bu sonuçlar ile her grupta XRCC1 Arg194Trp 

polimorfizmi için genotip ve allel dağılımları hesaplanmış olup sırasıyla Tablo 4.7. 

ve Tablo 4.8.’de verilmiştir.  

Elde edilen verilere göre kontrol grubunda Arg/Arg genotip frekansı % 100  

olarak belirlenmiş olup Arg/Trp ve Trp/Trp genotipine sahip bireylere 

rastlanmamıştır.  

Hasta grupların içersinde sırasıyla; Grup A’da genotip frekansları Arg/Arg % 

80, Arg/Trp % 10 ve Trp/Trp ise % 10 olarak belirlenmiştir. Grup B’de Arg/Arg 

genotip frekansı % 90, Trp/Trp genotip frekansı % 10 olarak belirlenmiş iken 

Arg/Trp genotipine sahip bireye rastlanamamıştır. Grup C’de ise Arg/Arg genotip 

frekansı % 80 ve Arg/Trp genotip frekansı % 20 olarak belirlenmiş iken Trp/Trp 

genotipine sahip birey olmadığı tespit edilmiştir.  
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Genotip frekansları bakımından elde kontrol ve hasta grupları 

değerlendirildiğinde gruplar arasındaki farkın istatistiksel olarak anlamlı olmadığı 

tespit edilmiştir (p>0.05) (Tablo 4.7.). 

İlaç kullanım süresine göre gruplandırılmış olan Hepatit B hastalarından 

oluşan hasta grupları ile kontrol gruplarındaki bireyler allel dağılımları bakımından 

da değerlendirilmiş olup sonuçlar Tablo 4.8.’de verilmiştir. Buna göre kontrol 

grubunda Arg allel frekansı % 100 ve Trp alleline sahip birey bulunmadığından Trp 

allel frekansı % 0 olarak hesaplanmıştır. 

Hasta grupları içerisindeki allel frekanslarında; Grup A’  da XRCC1 kodon 

194, Arg allel frekansı % 85 Trp allel frekansı ise % 15 Grup B’ de Arg allel frekansı 

% 90, Trp allel frekansı % 10 ve Grup C’de Arg allel frekansı % 90, Trp allel 

frekansı % 10 olarak belirlenmiştir. 

 Allel sıklığı bakımından elde edilen veriler istatistiksel olarak 

değerlendirildiğinde gruplar arasındaki farkın önemli olmadığı belirlenmiştir 

(p>0.05) (Tablo 4.8.). 

Tablo 4.7. Hasta ve kontrol gruplarında XRCC1 Arg194Trp polimorfizmi 
bakımından genotip dağılımı. 

Gruplar XRCC1-194 Genotip Frekansı 
  N (%) 

Toplam  
N (%) 

Arg/Arg Arg/Trp Trp/Trp 
            Kontrol 15 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 

 
15 (100,0) 

H
as

ta
 G

ru
bu

 Grup A 8 (80,0) 1 (10,0) 1 (10,0) 
 

10 (100,0) 

 Grup B 9 (90,0) 0 (0,0) 1 (10,0) 
 

10 (100,0) 

Grup C 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 gruplarında XRCC1 Arg194Trp polimorfizmi 
bakımından allel dağılımı. 

 
Gruplar 

XRCC1-194 Allel Frekansı 
N (%) 

Toplam 
N (%) 

Arg Alleli Trp Alleli 
            Kontrol 30 (100,0) 

 
0 (0,0) 30 (100,0) 

H
as

ta
 G

ru
bu

 Grup A 17 (85,0) 
 

3 (15,0) 20 (100,0) 

 Grup B 18 (90,0) 
 

2 (10,0) 20 (100,0) 

 Grup C 18 (90,0) 
 

2 (10,0) 20 (100,0) 

            Toplam 
 

83 (92,0) 7 (7,8) 90 (100,0) 

 

4.2.3. XRCC1 Arg399Gln Gen Polimorfizmi 

 İlaç kullanım süresine göre gruplandırılmış olan Hepatit B hastalarından 

oluşan hasta grupları ile kontrol gruplarındaki bireylerin XRCC1 Arg399Gln 

polimorfizmi bakımından genotiplerini belirlemek üzere gerçek zamanlı-PZR 

çalışması yapılmıştır. Elde edilen bu sonuçlar ile her grupta XRCC1 Arg399Gln 

polimorfizmi için genotip ve allel dağılımları hesaplanmış olup sırasıyla Tablo 4.9. 

ve Tablo 4.10.’da verilmiştir.  

 Elde edilen verilere göre kontrol grubunda Arg/Arg genotip frekansı % 26,7, 

Arg/Gln genotip frekansı % 66,7 ve Gln/Gln genotipinin frekansı ise % 6,7 olarak 

saptanmıştır. 

Hasta gruplarımızda ise; Grup A’da Arg/Arg genotip frekansı % 30, Arg/Gln 

genotip frekansı % 60 ve Gln/Gln genotip frekansının ise% 10 Grup B’de genotip 

frekansları Arg/Arg % 40, Arg/Gln % 40 ve Gln/Gln % 20 ve Grup C’de Arg/Arg 

genotip frekansı % 50, Arg/Gln genotip frekansı % 30 ve Gln/Gln genotip frekansı 

ise % 20 olarak bulunmuştur.  
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Genotip frekansları bakımından tüm gruplar istatistiksel olarak 

değerlendirildiğinde gruplar arasındaki farkın anlamlı olmadığı tespit edilmiştir 

(p>0.05) (Tablo 4.9.). 

İlaç kullanım süresine göre gruplandırılmış olan Hepatit B hastalarından 

oluşan hasta grupları ile kontrol gruplarındaki bireyler allel dağılımları bakımından 

da değerlendirilmiş olup sonuçlar Tablo 4.10.’da verilmiştir. Buna göre kontrol 

grubunda Arg allel frekansı % 60 olarak ve Gln allel frekansı % 40 olarak 

hesaplanmıştır.  

Hasta grupları içerisinde; Grup A’da XRCC1 kodon 399, Arg allel allel 

frekansı % 60, Gln allel frekansı % 40, Grup B’de, Arg allel frekansı % 60, Trp allel 

frekansı % 40 ve Grup C’de ise, Arg allel frekansı % 65, Gln allel frekansı % 35 

olarak belirlenmiştir. 

 Allel sıklığı bakımından elde edilen veriler istatistiksel olarak 

değerlendirildiğinde gruplar arasındaki farkın önemli olmadığı belirlenmiştir 

(p>0.05) (Tablo 4.10.). 

Tablo 4.9. Hasta ve Kontrol Gruplarında XRCC1 Arg399Gln polimorfizmi 
bakımından genotip dağılımı. 

Gruplar XRCC1-399 Genotip Frekansı 
 N (%) 

Toplam 
N (%) 

Arg/Arg Arg/Gln Gln/Gln 
            Kontrol 4 (26,7) 

 
10 (66,7) 1 (6,7) 15 (100,0) 

H
as

ta
 G

ru
bu

  Grup A 3 (30,0) 
 

6 (60,0) 1 (10,0) 10 (100,0) 

 Grup B 4 (40,0) 
 

4 (40,0) 2 (20,0) 10 (100,0) 

Grup C 5 (50,0) 
 

3 (30,0) 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 Gruplarında XRCC1 Arg399Gln polimorfizmi 
bakımından allel dağılımı. 

 
Gruplar 

XRCC1- 399 Allel Frekansı 
N (%) 

Toplam 
N (%) 

Arg Alleli Gln Alleli 
             Kontrol 18(60,0) 

 
12 (40,0) 30 (100,0) 

H
as

ta
 G

ru
bu

  Grup A 12 (60,0) 
 

8 (40,0) 20 (100,0) 

Grup B 12 (60,0) 
 

8 (40,0) 20 (100,0) 

Grup C 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 

İlaç kullanım süresine göre gruplandırılmış olan Hepatit B hastalarından 

oluşan hasta grupları ile kontrol gruplarındaki bireylerin APE1 Asp148Gln 

polimorfizmi bakımından genotiplerini belirlemek üzere gerçek zamanlı-PZR 

çalışması yapılmıştır. Elde edilen bu sonuçlar ile her grupta APE1 Asp148Gln 

polimorfizmi için genotip ve allel dağılımları hesaplanmış olup Tablo 4.11. ve Tablo 

4.12.’de verilmiştir.  

Elde edilen verilere göre kontrol grubunda Asp/Asp genotip frekansı % 60, 

Asp/Glu genotip frekansı %26,7 ve Glu/Glu genotip frekansı % 13,3 olarak 

saptanmıştır. 

Hasta gruplarının genotip frekansları incelediğimizde ise; Grup A’da genotip 

frekansları Asp/Asp % 70, Asp/Glu % 30 olarak belirlenirken Glu/Glu genotipinden 

ise bireye rastlanamamıştır. Grup B’de Asp/Asp ve Asp/Glu genotip frekansıları % 

40, Glu/Glu genotip frekansı ise % 20 olarak belirlenmiştir. Grup C’de Arg/Arg 

genotip frekansı % 80, Arg/Gln genotipine sahip bireye rastlanmamış iken; Gln/Gln 

genotip frekansı ise % 20 olarak belirlenmiştir.  
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Kontrol grubu ile Grup A, B ve C’yi içeren uygulama grupları genotip 

frekansları bakımından istatistiksel olarak değerlendirildiğinde gruplar arasındaki 

farkın anlamlı olmadığı tespit edilmiştir (p>0,05) (Tablo 4.11.) (Tablo 4.12.). 

İlaç kullanım süresine göre gruplandırılmış olan Hepatit B hastalarından 

oluşan hasta grupları ile kontrol gruplarındaki bireyler allel dağılımları bakımından 

da değerlendirilmiş olup sonuçlar Tablo 4.12.’de verilmiştir. Buna göre kontrol 

grubunda Asp allel frekansı % 73,3 ve Glu allel frekansı % 26,7 olarak 

hesaplanmıştır.  

Hasta grupları içerisinde Grup A’da APE1 Kodon 148 polimorfizminde, Asp 

allel frekansı % 85, Glu allel frekansı % 15, Grup B’  de, Asp allel frekansı % 60, 

Glu allel frekansı % 40, Grup C’de ise, Asp allel frekansı % 80, allel frekansı % 20 

olarak belirlenmiştir.  

Allel sıklığı bakımından elde edilen veriler istatistiksel olarak 

değerlendirildiğinde gruplar arasındaki farkın önemli olmadığı belirlenmiştir 

(p>0.05) (Tablo 4.12.). 

Tablo 4.11. APE1 Asp148Glu polimorfizmi bakımından genotip dağılımı. 

Gruplar APE1 Genotip Frekansı 
N (%) 

Toplam 
N (%) 

Asp/Asp Asp/Glu Glu/Glu 
            Kontrol 9 (60,0) 4 (26,7) 

 
2 (13,3) 15 (100,0) 

H
as

ta
 G

ru
bu

 Grup A 7 (70,0) 3 (30,0) 
 

0 (0,0) 10 (100,0) 

Grup B 4 (40,0) 4 (40,0) 
 

2 (20,0) 10 (100,0) 

 Grup C 8 (80,0) 0 (0,0) 
 

2 (20,0) 10 (100,0) 

            Toplam 28 (62,2) 11 (24,4) 
 

6 (13,3) 45 (100,0) 
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Tablo 4.12. APE1 Asp148Glu polimorfizmi bakımından allel dağılımı. 

Gruplar APE1 Allel Frekansı 
N (%) 

Toplam 
N (%) 

Asp Alleli Glu Alleli 
 Kontrol 22(73,3) 

 
8 (26,7) 30 (100,0) 

H
as

ta
 G

ru
bu

  Grup A 17 (85,0) 
 

3 (15,0) 20 (100,0) 

 Grup B 12 (60,0) 
 

8 (40,0) 20 (100,0) 

Grup C 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 Gruplarında XPD Lys751Gln, XRCC1 Arg194Trp, 

XRCC1 Arg399Gln ve APE1 Asp149Gln Gen Polimorfizmleri ile MN İlişkisi 

Kontrol grubu ve hasta gruplarımızda belirlediğimiz MN değerleri ile XPD 

Lys751Gln, XRCC1 Arg194Trp, XRCC1 Arg399Gln ve APE1 Asp149Gln gen 

polimorfizmlerine ait genotipler arasındaki olası ilişki bir arada değerlendirilmiş olup 

sonuçlar Tablo 4.13.’de gösterilmiştir. 

Kontrol ve hasta gruplarımız bir arada değerlendirildiğinde; XPD Lys751Gln 

gen polimorfizmi bakımından Lys/Lys genotipi 12 bireyde belirlenmiş olup MN 

sayısı, ortalama olarak % 3,25 olarak tespit edilmiştir. Heterozigot Lys/Gln ve 

homozigot mutant Gln/Gln genotiplerinin birlikteliği durumunda değerlendirme 

yapıldığında ise bu genotiplere sahip 33 bireyde MN sayısı, ortalama olarak % 2,27 

olarak tespit edilmiştir. İstatistiksel olarak karşılaştırıldıkları zaman aralarında 

anlamlı bir fark tespit edilememiştir  (p=0,28)  

XRCC1 Arg194Trp gen polimorfizmi ve MN ilişkisi değerlendirilmiş olup 

toplamda Arg/Arg genotipinde 40 birey ve ortalama % 2,57 MN sayısı bulunurken 

kalan 5 birey heterozigot Arg/Trp ve homozigot mutant Trp/Trp genotiplerinin 
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birlikteliği durumunda % 2,20 oranında MN sayısı bulunduğu tespit edilmiştir. 

Gruplar karşılaştırıldığında istatistiksel olarak aralarında anlamlı bir fark olmadığı 

belirlenmiştir (p=0,77)  

XRCC1 Arg399Gln gen polimorfizmi ve MN ilişkisi değerlendirilmiş olup 

toplamda Arg/Arg genotipinde 16 birey ve ortalama % 3,06 MN sayısı bulunurken 

kalan 29 birey heterozigot Arg/Gln ve homozigot mutant Gln/Gln genotiplerinin 

birlikteliği durumunda % 2,24 oranında MN sayısı bulunduğu tespit edilmiştir. 

Gruplar karşılaştırıldığında istatistiksel olarak aralarında anlamlı bir fark olmadığı 

belirlenmiştir (p=0,30). 

APE1 Asp148Gln gen polimorfizmi ve MN ilişkisi değerlendirilmiş olup 

toplamda Asp/Asp genotipinde 28 birey ve ortalama % 2,46 MN sayısı bulunurken 

kalan 17 birey heterozigot Asp/Gln ve homozigot mutant Gln/Gln genotiplerinin 

birlikteliği durumunda % 2,64 oranında MN sayısı bulunduğu tespit edilmiştir. 

Gruplar karşılaştırıldığında istatistiksel olarak aralarında anlamlı bir fark olmadığı 

belirlenmiştir (p=0,64) . 
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Tablo 4.13. Kontrol grupları ile hasta gruplarında, XPD Lys751Gln, XRCC1 Arg194Trp, XRCC1 Arg399Gln ve APE1 Asp149Gln 
genotipleri ve MN frekansının ilişkisi. 

 Genotip Kontrol Grup A Grup B Grup C Toplam 
N MN N MN N MN N MN N MN 

XPD-
Lys751Gln 

Lys/Lys 3 0,07 2 0,30 4 0,45 3 0,43 12 3,25 
Lys/Gln+Gln/Gln 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-
Arg194Trp 

Arg/Arg 15 0,12 8 0,20 9 0,48 8 0,30 40 2,57 
Arg/Trp+Trp/Trp 0 - 2 0,25 1 0,20 2 0,20 5 2,20 

P   -  0,59  0,28  0,58  0,76 
XRCC1-
Arg399Gln 

Arg/Arg 4 0,10 3 0,26 4 0,50 5 0,34 16 3,06 
Arg/Gln+Gln/Gln 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- 
Asp148Glu 

Asp/Asp 9 0,11 7 0,21 4 0,52 8 0,28 28 2,46 
Asp/Gln+Gln/Gln 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. TARTIŞMA  

HBV enfeksiyonu, dünya genelinde yaklaşık 2 milyar kişinin etkilendiği 

bunların da yaklaşık 400 milyonunun kronik HBV taşıyıcısı olduğu önemli bir sağlık 

problemidir. HBV nedeniyle her yıl siroz ve hepatoselüler karsinoma nedeniyle 

ölenlerin sayısı 500.000’i geçmektedir (87). 

Tenofovir, HBV tedavisinde etkin olan ve yaygın bir şekilde kullanılan 

nükleotid analoğu bir ilaçtır. Tenofovir, virüsün nükleotid revers transkriptaz 

enzimini bloke ederek enfeksiyon oluşumunu engeller (35, 88).  

Bu çalışma, kronik olarak hepatit B enfeksiyonu tedavisinde kullanılan 

tenofovirin, olası genotoksik etkileri ile bu genetik hasara karşı aktive olan DNA 

onarım genlerinden APE1 Asp148Glu, XRCC1 Arg194Trp, XRCC1 Arg399Gln ve 

XPD Lys751Gln ile ilişkisini araştırmak üzere planlanmıştır. Araştırma, hepatit B 

tanısı almış ancak ilaç kullanmayan, tenofoviri 0-6 ay kullanan ve tenofoviri 12+ ay 

kullanan hastalar ile sağlıklı kişilerden oluşan kontrol grubu arasında karşılaştırılarak 

yapılmıştır.  

Tenofovirin, hücre bölünmesi üzerine etkisinin olup olmadığını test etmek 

için çalışmaya katılan kişilerin lenfosit hücrelerinde mitotik indeks (MI) değerleri 

hesaplanmıştır. Çalışmada, tedavisine başlanmamış hepatit B hastaları ile tenofoviri 

0-6 ay ve 12+ ay kullanmış hastaların, kontrol grubuna göre istatistiksel olarak 

önemli oranda daha yüksek değerde MI’e sahip oldukları bulunmuştur. Buna karşın, 

hasta grupları kendi arasında karşılaştırıldıkları zaman, tedavi alan ve almayan 

hastalar arasında MI bakımından anlamlı fark tespit edilemedi. Bu bulgular MI 

seviyesindeki artışın tenofovirden değil HBV’den kaynaklı olduğunu 

düşündürmektedir. HBV tedavisinde kullanılan bazı ilaçların genotoksik etkileri 

birçok araştırıcı tarafından in vitro olarak farklı test sistemleri ile kapsamlı bir 

şekilde test edilmiş ve birbiriyle uyumlu olan pozitif sonuçlar elde edilmiştir. 

Örneğin Thust ve arkadaşları (1996), in vitro deney düzeneğinde pürin grubununun 

nükleozid analoglarından olan acyclovir (ACV), valaciclovir (VACV), penciclovir 

(PCV) ve ganciclovirin hücre bölünmesini geciktirerek MI’i düşürdüğünü tespit 

etmişlerdir (89). Yine Gonzales ve Larippa (1994)’nın yaptıkları çalışma ile 

nükleozid analoglarından zidovudinin hücre kinetiğindeki gecikme sonucu MI’de 
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düşüşe neden olduğunu bildirilmiştir (90). Benzer bir çalışmada, Jain ve Andsorbhoy 

(1988), zidovudinin mitokondri üstüne etkisinde ATP üretiminin baskılayarak MI’i 

azalttığını rapor etmişlerdir (91). Söz konusu çalışmalarda, HBV tedavisinde 

kullanılan tenofovir dışı ilaçlar MI’i azaltmaktadır. Buna karşın yaptığımız çalışmada 

tenofovir kullanımının MI üzerine önemli bir etkisi olmadığı anlaşılmıştır. Bu 

durumun, diğer çalışmaların aksine çalışmamızın in vivo uygulama ile yapılmasından 

dolayı ilacın vücut içi metabolize olması ve etkinliğinin değişmesinden 

kaynaklandığı düşünülmektedir. Araştırmamızda, MI üzerine ilacın etkisi 

olmamasına karşın HBV’nin, MI’i kontrol grubuna göre artırdığı gözlendi. Bu durum 

ise HBV’nin hepatoselüler karsinomaya gidişin bir göstergesi olarak 

değerlendirilebilir. Tabi bunun söylenebilmesi için bu konuda daha fazla araştırma 

yapılması gerekmektedir.  

Tenofovir’in ve HBV’nin genotoksik etkilerini saptamanın en önemli 

testlerinden biri de mikronükleus (MN) analizidir. MN’ler, hücrelerde mitoz 

bölünme esnasında ortaya çıkan esas çekirdeğe dâhil olmayan, tam kromozom 

fragmentlerinden meydana gelen oluşumlardır. MN sayısındaki artış, çeşitli ajanların 

hücrelerde oluşturduğu sayısal ve yapısal kromozomal düzensizliklerin indirekt 

göstergesidir (44). MN, hem klastojenik hem de anojenik mekanizmalar sonucu 

oluşabilmektedir (92).  MN frekansındaki artış, klastojenitenin bir göstergesi olup, bu 

da genetik hastalıkları ve kanser riskini arttırır. Epidemiyolojik çalışmalar, yüksek 

frekanstaki MN oluşumu ile kanser riski arasında pozitif bir ilişki olduğunu 

göstermektedir (93). Yaptığımız araştırmada, hasta gruplarındaki MN sıklığının 

sağlıklı bireylerden oluşan kontrol grubuna göre istatistiksel olarak önemli seviyede 

yüksek olduğu tespit edilmiştir. Ancak, hepatit B hastası olup henüz tedavi 

uygulanmayan, 0-6 ay ve 12+ ay tenofovir tedavisi almış olan hasta grupları kendi 

arasında kıyaslandığında istatistikî olarak anlamlı bir fark tespit edilememiştir. 

Dolayısıyla MN frekansındaki artışın tenofovir kaynaklı değil de HBV kaynaklı 

olduğu belirlenmiştir. Literatür taramalarında tenofovir ilacı ile benzer etki 

mekanizmasına sahip olan diğer antiretrovirallere dair çalışmalara rastlandı. Örneğin, 

azidotimidinin kültür hücrelerinde MN oluşumuna neden olduğu bildirilmiştir (10).  

Gonzales ve Larippa (90), Çin hemstır ovaryum hücrelerinde, Stern (94), CD4 

lenfositlerinde; Aruna ve Jagetia (95) HeLa hücrelerinde azidotimidinin doza bağlı 



57 
 

 

olarak MN sıklığını artırdığını bildirmişlerdir.  Phillips ve arkadaşları (1991) ise 

benzer ilaç grubundan olan didanozin ile muamele edilen dişi farelerin 

eritrositlerinde MN artışı meydana geldiğini saptamışlardır (96). Azidotimidin ve 

zidovudine maruz kalan fare yavrularında doğumdan sonra beslenme ve emmenin 

ardından, eritrositlerdeki MN sıklığında sıra dışı bir artış bulmuşlardır. Bayram S, 

insan periferal lenfositlerinde in vivo lamivudin uygulaması ile MN frekansının 

önemli oranda arttığını bildirmiştir (97). Bu bulguların aksine Tungeln ve arkadaşları 

(2002) lamivudine maruz kalan farelerin kemik iliğindeki eritrositlerinde MN 

oluşumunun artmadığını tespit etmişlerdir (98). Çoğu araştırmanın aksine, 

araştırmamızda tenofovirin MN sıklığında önemli bir etkisi olmadığı tespit edildi. 

Çalışmaların arasındaki bu farklılık uygulamanın in vivo veya in vitro yapılmasından 

kaynaklanabilir. Çalışmalardaki doz miktarının farklılığının da etkili olduğu 

düşünülmektedir.  

Çalışmamızda ilacın MN artışına dair etkisini bulamamıza karşın HBV’nin 

MN sıklığını istatistiksel olarak önemli oranda artırdığı tespit edilmiştir. Kronik 

HBV enfeksiyonunun en önemli komplikasyonlarından biri, de novo kanserin 

gelişmesi ve tümör oluşma riskinin artmasıdır (99). HBV, sadece konakçı hepatosit 

genomunu değil aynı zamanda kan hücreleri gibi diğer hücreleri de etkilemektedir. 

HBV girişi, genetik rekombinasyonlara ve kromozomal instabiliteye neden olur. 

HBV, farklı viral proteinlerin sentezlenmesini sağlar. Mesela; HBV çekirdek proteini 

histonlarla ilişki kurar, kromozomal yapıyı etkiler ve kromozom kondensasyonunu 

değiştirerek MN oluşumuna neden olabilir (100). Bir çalışma sonucunda gösterilmiş 

ki; HBV geni, genoma entegre olarak hücre döngüsü kontrol noktalarını ve hücresel 

proliferasyonu bozar, genomik instabiliteyi etkileyerek mutasyon birikimi ve MN 

oluşumuna neden olur (101). Hasta, HB X geni, hepatoselüler karsinomanın 

oluşumuna da neden olmaktadır (102). Bu durumda, bizim araştırmamız sonucuna 

göre, tenofovirin insan periferal lenfositlerinde, MN oluşumunu uyaracak şekilde 

klastojenik etkisi olmadığını ancak HBV’nin MN sıklığını arttırdığını söyleyebiliriz.  

Tenofovir genotoksisitesi ve üç DNA tamir genine ilişkin 4 polimorfizmin 

(APE1 Asp148Glu, XRCC1 Arg194Trp, XRCC1 Arg399Gln ve XPD Lys751Gln) 

arasındaki ilişki araştırıldı. DNA tamiri, bireyler arasında farklılık gösterebilir. Bu 

durum DNA tamir genlerindeki polimorfizmlerin keşfi ile açıklanmıştır (103). DNA 
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tamirindeki farklılıkların incelenmesi için periferal kan lenfositlerinde, mutajenle 

oluşan, kromozomal kırıkları da içeren sitogenetik yaklaşımlar kullanılmaktadır. Bu 

yaklaşımlar, mutajenik ve karsinojenik ajanlara maruz kalmanın göstergesi ve 

kansere dair genetik yatkınlığın belirlenmesi için başarılı bir şekilde kullanılmaktadır 

(104). Bu testler MN, MI, KKD, KA gibi uygulamaları içermektedir. (104). Son 

yıllarda polimorfizm çalışmalarıyla beraber MN testi de çalışılmaktadır (14). MN 

oluşumu, DNA onarımındaki bazı genlerin polimorfizmlerinden etkilenmektedir ve 

MN oluşumu, özellikle bizim de araştırdığımız bir grup gen ile ilişkili bulunmuştur 

(13). Yaptığımız çalışmada sağlıklı bireylerden oluşan kontrol grubu ile ilaç tedavisi 

alan hasta grupları karşılaştırıldığında; APE1 Asp148Glu, XRCC1 Arg194Trp, 

XRCC1 Arg399Gln ve XPD Lys751Gln polimorfizmleri ile MN frekansı arasında 

istatistiksel olarak anlamlı bir ilişki belirlenememiştir. Çalışmamızda kronik hepatit 

B enfeksiyonunun ise MN frekansını anlamlı ölçüde artırdığı belirlendi ancak, HBV 

ile oluşan MN artışının APE1 Asp148Glu, XRCC1 Arg194Trp, XRCC1 Arg399Gln 

ve XPD Lys751Gln polimorfizmleri ile istatistiksel olarak anlamlı bir ilişkisi 

bulunmadığı görülmüştür.                      

DNA lezyonlarının zamanında ve tam onarımı genomun kararlılığını 

sürdürebilmesi için oldukça önemlidir. Multiselüler organizmalarda ekzojen ve 

endojen kaynaklar nedeniyle sürekli bir DNA hasarı oluşur. Bu durum, reaktif 

oksijen türleri (Reactive oxygen species, ROS), UV ışınları, radyasyon ve 

mutajenleri içerir. Yüksek ROS seviyeleri ve oksidatif stres, çeşitli insan 

hastalıklarıyla ilişkilidir (105). HBV ve HCV enfeksiyonları da artan oksidatif DNA 

hasarı ile ilişkili bulunmuştur (106, 107, 108). HBV immün sistem aracılı 

inflamasyon ile oksidatif stresi tetikler. Akut karaciğer hasarı ve hepatik inflamasyon 

sırasında, nötrofiller ve kupfer hücreleri tarafından ROS üretilir. ROS, direkt DNA 

ile ilişki kurarak oksidatif DNA hasarını uyarır, oksidatif DNA lezyonları, abazik 

bölgeler, deamine ve eklentili bazlar ile tek zincir kırıkları oluşturulabilir.  DNA 

lezyonları, BER ve NER yolakları ile onarılır. Oksidatif DNA hasarı ve onarım 

dengede olmalıdır ancak; kronik oksidatif stres durumunda kalıcı genetik hasarlar 

oluşabilir (106). Higgs ve arkadaşları (2014), HBV enfeksiyonunun oksidatif stres ile 

ilişkili olduğunu göstermiştir (106, 107). Ayrıca, in vitro olarak HBV 

replikasyonunun hepatoma hücre hattında oksidatif stresi uyardığı gösterilmiştir. 
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Çalışmamızda APE1 geninin 5.ekzonundaki C→G değişikliği ile oluşan 

APE1 Asp148Glu Polimorfizmi çalışıldı ve bu gen polimorfizminin MN sıklığındaki 

artış ile ilişkisi olmadığı tespit edildi. İlaçlar gibi kimyasal ajanların parçalanması ve 

HBV gibi hastalık inflamasyonlarında açığa çıkan ROS ile modifiye edilen bazların, 

DNA glikozilazlar ile kaldırılması sonucu apürinik/apürimidinik bölge oluşur. AP 

bölgeleri mutajeniteye etkisinden dolayı onarılmalıdır. APE1 enzimi, AP bölge 

onarımında başlangıç adımını katalizler (105). Çalıştığımız genlerden birisi olan 

APE1 geni, HBV’deki oksidatif stres altında, DNA ve transkripsiyon faktörlerini 

korur. Bu yüzden kronik viral hepatitlerde, hepatokarsinogenezisin önlenmesi için 

APE1 önemli bir role sahiptir (109). Benzer araştırmalardan;  Fujihara ve arkadaşları 

Glu alleli taşıyan bireylerde diyabet sonucu oluşan oksidatif hasarın göstergesi olan 

8-OHdG (8-hidroksi 2P-deoksiguanozin)’in daha fazla olduğunu dolayısıyla DNA 

onarım etkinliğinin düştüğünü saptamışlardır (110). APE1 Asp148Glu Polimorfizmi 

ile MN sıklılığı ilişkisine dair, bütadien, vinil klorid monomeri gibi ajanlarla yapılan 

çalışmalarda anlamlı bir ilişki tespit edilememiştir (14). 

XRCC1 geninin kodon 194’deki C→T değişimi ile oluşan XRCC1 Arg194 

Trp ve kodon 399’daki G→A değişimi ile oluşan XRCC1 Arg399Gln 

polimorfizmleri tenofovir ve HBV etkisiyle uyarılan MN oluşumu arasında anlamlı 

bir ilişki olmadığı görülmüştür.  Çalışmamıza benzer olarak XRCC1 Arg194Trp ve 

XRCC1 Arg 399 Gln gen polimorfizmleri ile yapılan bir araştırmada bütadiene maruz 

kalan Çinli işçilerde artmış seviyede MN frekansı bulunmuştur (81). XRCC1 geni; 

tek zincir kırık onarımı, BER ve NER’de görevlidir. BER üzerinde APE1 geni, 

polimeraz β, DNA ligazIII ve poli ADP riboz polimeraz ile kompleks yaparak DNA 

onarımında esasi rol oynar. Wen ve arkadaşlarının yaptığı bir çalışmada, vinil klorid 

monomerine maruz kalma sonucu XRCC1 Arg194Trp polimorfizmi ile artan MN 

frekansı arasında anlamlı bir ilişki tespit edilmiştir (73). Ayrıca, XRCC1 Arg399Gln 

allelinin artan hepatoselüler karsinoma ile ilişkisi bulunmuştur (111). 

XPD geninin 23.ekzonundaki G→T değişimi ile oluşan XPD Lys751Gln allel  

polimorfizmi  ve MN ilişkisini araştırdığımızda, tenofovir ve HBV’ nin etkisi 

olmadığı tespit edildi. XPD Lys751Gln polimorfizminin daha az DNA onarımına ve 

dolayısıyla MN oluşumuna neden olduğu bildirilmiştir (76, 77). XPD geni; DNA 

üzerinde oluşan dimerler gibi lezyonların tamiri için NER mekanizmasında görev alır 
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(56). HBV’  deki HB X geninin, XPD’yi de içerecek şekilde NER yolağını inhibe 

ederek hepatoselüler karsinomaya neden olduğu bildirilmiştir (112). Benzer 

çalışmalar ile vinil klorid monomerine maruz kalanlar ve fırın çalışanlarında artmış 

seviyedeki MN frekansı ile XPD Lys751Gln gen polimorfizmi ilişkili bulunmuştur 

(79). 

Araştırmamızda, kontrol grubu ve hasta grupları arasında incelediğimiz tüm 

gen polimorfizmleri ve artmış MN frekansı için anlamlı bir ilişki tespit edilemedi. 

Ancak bu durum, polimorfizm çalışması için denek sayımızın yetersiz olmasından 

kaynaklanmış olabilir.  
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6. SONUÇ ve ÖNERİLER 

Bu çalışmada, tenofovirin MN ve MI testleri aracılığı ile genotoksik etkilerini 

araştırmayı ve bu genotoksisitenin DNA tamir genlerinden APE1 Asp148Glu, 

XRCC1 Arg194Trp, XRCC1 Arg399Gln ve XPD Lys751Gln gen polimorfizmleri ile 

ilişkisinin ortaya çıkarılması amaçlandı. 

 Araştırmalarımız sonucunda, kontrol ve hasta grupları karşılaştırıldığında 

fark anlamlı ancak ilaç kullanmayan ve kullanan uygulama grupları kendi içinde 

karşılaştırıldığında aradaki fark anlamsız olarak bulundu. Bu durum tenofovirin MI 

üzerinde etkisi olmadığı ancak HBV enfeksiyonunun MI’yı istatistiksel olarak 

anlamlı oranda yükselttiğini göstermiştir. 

MN çalışması sonucunda ise kontrol grubu ve uygulama gruplarının 

karşılaştırılması ile yine tenofovirin istatistiksel olarak anlamlı bir etkisi olmadığı 

ancak HBV enfeksiyonunun anlamlı oranda MN frekansını artırdığı belirlenmiştir.  

MN frekasının artması ile gen polimorfizmleri arasında önceki çalışmalara 

dayanarak anlamlı bir ilişki beklememize karşın bizim araştırmamızda, MN 

frekansındaki bu artış, APE1 Asp148Glu, XRCC1 Arg194Trp, XRCC1 Arg399Gln ve 

XPD Lys751Gln gen polimporfizmleri ile kaşılaştırıldığında istatistiksel olarak 

anlamlı bir ilişki tespit edilememiştir. Bunun nedeni gen polimorfizm çalışması için 

yeterli örneklem sayısına ulaşılamaması olabilir. 

Çalışmadan elde edilen tüm bu sonuçlar göz önünde bulundurulacak olursa, 

tenofovirin günlük 245 mg doz kullanımı ile genotoksik bir etkisi olmadığını ancak 

HBV enfeksiyonunun genotoksik etkileri olduğunu söyleyebiliriz. Literatür 

taramalarında çalışma planımıza benzeyen ve çalıştığımız parametreleri içeren 

araştırmalara rastlanamamıştır. Bu nedenle bu çalışma, tenofovirin ve HBV’nin 

genotoksisite potansiyellerini göstermesi bakımından orijinal bir çalışmadır. Ancak 

tenofovir ve HBV açısından bu yargıları daha kesin değerlendirebilmemiz için in 

vivo olarak uyguladığımız testin ayrıca in vitro olarak da farklı dozlar ile 

uygulanması ve gen polimorfizm çalışması için daha fazla denek sayısı ile çalışılması 

gerektiği düşünülmektedir. 
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Ek 1 : Etik Kurul Kararı 
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