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I. Projenin Türkçe ve İngilizce Adı ve Özetleri 

  

Hepatit B Virüsünün ve Tedavisinde Kullanılan Anti-viral Ajanların Konak DNA’sına 

Olan Genotoksik Etkileri 

 

Bu çalışmanın amacı, hepatit B virüsünün konak DNA’sına olan genotoksik etkisi ile kronik 

hepatit B tedavisinde kullanılan anti-viral ajanların insan genomu üzerine olan olası 

genotoksik etkisinin saptanmasıdır.   

 

Araştırmaya 43 kronik hepatit B hastası, 20 taşıyıcı ve 20 kontrol dahil edilmiştir. Çalışmanın 

ilk aşamasında henüz tedaviye başlamamış hasta ve taşıyıcı  grubunda virusun konak 

DNA’sına olan olası genotoksik etkisini saptamak amacıyla kırık sayımı ve mikronukleus 

testi yapılmıştır. Elde edilen sonuçlar hasta grubu ve taşıyıcı gruplarında ayrı ayrı istatistiksel 

olarak değerlendirilerek, alınan veriler kontrol grubuyla karşılaştırılmıştır. İkinci aşamada ise, 

farklı tedavi protokollerinin (lamivudin, interferon ve lamivudin+interferon) olası genotoksik 

etkilerini değerlendirmek için, tedavi programına alınan 39 hastada tedavinin 1. ve 6. 

aylarında kırık sayımı ve MN testi yapılmıştır. Hastalar tedavi protokollerine göre üç gruba 

ayrılmışlar ve genotoksik etki açısından gruplar birbiriyle karşılaştırılmıştır.  

 

Değerlendirmeler sonucunda tedavi öncesi kronik hepatit B hastalarının ve taşıyıcıların kırık 

değerleri kontrolle karşılaştırıldığında yüksek bulunurken; MN sıklığı üç grup arasında farklı 

bulunamamıştır. Kronik hepatit B tedavisinde kullanılan anti-viral ajanların olası genotoksik 

etkisi ile ilgili değerlendirmelerde ise, kırık ve MN testleri açısından  farklı tedavi protokolleri 

arasında  anlamlı bir fark olmadığı ve bu değerlerin hastaların tedavi öncesi değerlerine göre 

değişmediği gözlenmiştir. 

 

Sonuç olarak bu çalışmayla HBV’nin hem kronik hepatit B’li hastalarda hem de taşıyıcılarda 

kromozomal instabiliteye yol açtığı gösterilmiştir. Taşıyıcı kırık oranlarının hasta değerlerine 

benzer oluşu, bu grubun da hastalar kadar önemsenmesi gerekliliğine dikkat çekmektedir. 

Kronik hepatit B tedavisinde kullanılan farklı tedavi protokollerinin ise konak genomuna ilave 

genotoksik etkisi bulunmamaktadır. 
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The Genotoxic Effects of Hepatitis B Virus and the Anti-viral Agents Used for Its 

Treatment to the Host DNA 

 

The aim of this study is to find out the genotoxic effects of hepatitis B virus to host DNA and 

the probable genotoxic effects of anti-viral agents that are used in the treatment of chronic 

hepatitis B to human genome. 

 

43 chronic hepatitis patients, 20 carriers and 20 control subjects were included to this 

research. In the first part of the study, chromosome breakage and micronuclei (MN) of the 

patients were scored before treatment and carriers to evaluate the genotoxic effect of virus. 

The obtained data was statistically evaluated in the patient and the carrier group separately 

and compared with the control group. In the second part, for evaluating the probable 

genotoxic effects of different treatment protocols (lamivudine, interferon and lamivudine + 

interferon), chromosome breakage analysis and micronucleus tests were done at 1st and 6th 

month follow-ups of 39 chronic hepatitis B patients. Patients were classified in three groups 

according to their therapy protocols and compared with each other for genotoxic effect. 

 

We found out that carriers and chronic hepatitis B patients before treatment have increased 

chromosomal breaks than control group; but for the micronuclei frequency no difference has 

been noted among three groups. In the evaluation of  probable genotoxic effects of anti-viral 

agents that are used in the treatment of chronic hepatitis B, we found that  there was no 

significant difference breakage and MN values of different treatment protocols and this values 

didn’t change when we compare them with the values of patients before treatment. 

 

In conclusion, HBV patients and carriers have increased rates of chromosome breakage and 

instability. Because of similar breakage frequencies between patients and carriers, it is 

suggested that HBV carriers should be considered as HBV patients from a cytogenetic point 

of view.  Different treatment protocols that are used in chronic hepatitis B treatment don’t 

have extra genotoxic effect to host genome.  
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II. Amaç ve Kapsam 

 

Hepatit B virusu (HBV)  küçük, zarflı DNA viruslarından Hepadnavirus ailesindendir(1). 

Hepatit B virusu genomunda 3200 baza sahip olmasıyla, bilinen en küçük DNA virusudur. 

Viral genom çift iplikli ve çember şeklinde olmakla birlikte çemberin bir kısmı tek 

iplikçiklidir. İpliklerden bir tanesi ( - iplik) yapısal proteinleri (pre-S, yüzey(HbsAg ya da S), 

kor) ve replikatif proteinleri (polimeraz, X) kodlar ve üst üste binmiş genlerden meydana 

gelmiştir. Diğer iplik (+ olan) kısa olup uzunluğu değişkendir(2,3). 

 

HBV replikasyonu genomunun asimetrik yapısı, endojen polimeraz ve revers transkriptaz 

reaksiyonları nedeniyle özellik gösterir. DNA replikasyonu bir RNA kalıbı aracılığı ile revers 

transkripsiyonla olur. Viral replikasyon konakçı hücre sitoplazmasında gerçekleşir ve (-) 

iplikçik RNA aracıdan, (+) iplikçik (-) iplikçikten sentezlenir. Virusun karaciğer hücrelerine 

tropizmi vardır. Bu tropizm bazı viral faktörlerce düzenlenir. Karaciğer hücreleri dışında 

monositlerde, pankreas hücrelerinde de HBV genomu saptanmıştır. Pre-S proteinleri virusun 

hepatosit reseptörlerine tutunmasında rol oynar. Tutunmayı takiben viral kapsid sitoplazmaya 

girer ve buradan çekirdeğe geçer. Çekirdekte açığa çıkan viral genomun eksik olan (+) 

iplikçiği tamamlandıktan sonra kovalent bağlı, kapalı çembersel yapı oluşturulur. Bu yapı 

viral DNA’nın RNA sentezinde kalıp görevi yapabilmesi için gereklidir ve 

“cccDNA”(covalently closed circular DNA) olarak adlandırılır. cccDNA’dan hücresel RNA 

polimeraz II enzimi kullanılarak 4 tip mRNA sentezlenir: 

3.5 kb mRNA: En uzun parçadır. Genom replikasyonunda, prekor/kor ve polimeraz 

proteinlerinin sentezlenmesinde kullanılır. 

2.4 kb mRNA: PreS1, preS2 ve HBsAg’nin sentezinde kullanılır. 

2.1 kb mRNA: PreS2 ve HBsAg’nin sentezini sağlar. 

0.7 kb mRNA: X proteinlerini sentezletir(2,3). 

 

Bu RNA’lar genom sentezinde kullanıldığı için pregenomik RNA (pgRNA) olarak 

adlandırılır. Çekirdek partikülleri içinde viral polimeraz enziminin revers transkriptaz 

aktivitesi ile pgRNA’dan viral DNA (-) iplikçiği sentezlenir. Bu sentezlenme sırasında eş 

zamanlı olarak enzimin RN’ase H aktivitesi ile pgRNA yıkılır. Polimeraz aktivitesi ile (-) 

iplikçikten (+) iplikçik sentezlenerek viral genom oluşturulur. Viral genom oluştuktan sonra 

partiküllü endoplazmik retikulum içine tomurcuklanarak glikoprotein zarfını kazanır ve 

veziküler taşınım ile hücre dışına salınır. HBV replikasyonu sırasında sitoplazmada yeni 
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sentezlenen viral DNA’ların bir kısmı çekirdeğe taşınarak orada sürekli cccDNA havuzu 

oluşturulmasını sağlar. Sentezlenen HBsAg ise cccDNA oluşumunu inhibe eder. Bunlar virus 

replikasyonunun (-) ve (+) feedback mekanizmaları olabilir(2,3). 

 

Kana geçtikten sonra hepatositleri infekte eden virus nekroz ve yangıya neden olur. İnfekte 

hepatositler üzerindeki viral antijenlere karşı bağışıklık gelişmesine sitotoksik T hücreleri 

aracılık eder(4). Konakçının HBV  antijenlerine karşı immün cevabı HBV infeksiyonunun 

ortaya çıkışını belirler(5). 

 

B hepatitli olguların %10 kadarı HBV yönünden kronik taşıyıcı haline gelir. Kronik taşıyıcı, 

kanında en az 6 ay süre ile HBsAg taşıyan kişidir. Kronik taşıyıcılık hali, kanda uzun süre 

HBV ve HBsAg bulunmasına yol açacak şekilde hepatositlerdeki inatçı infeksiyona 

bağlanmaktadır. HBV DNA’sı, inatçı şekilde infekte olan hücrelerin sitoplazmasında primer 

epizom halinde bulunur; HBV DNA’sının az sayıda kopyası ise, hücre DNA’sına 

tümleşmiştir(4). 

 

Kronik B hepatitinde karaciğeri infiltre eden T hücrelerin hedefi HBsAg’nin preS2 

bölümüdür. T hücre fonksiyonu zayıflamış kişilerde (Down sendromlu, lösemili, maligniteli 

gibi) nekroz ılımlıdır; ancak virus tam olarak elimine edilememektedir. Bu kişilerde 

infeksiyon sinsi sinsi devam eder. Bu durum normal T hücre  fonksiyonu olan kişilerde oluşan 

olaylarla tamamen zıttır; akut hastalık daha ciddi seyreder, ancak karaciğer ve serumdan 

HBsAg’nin temizlenmesi ve anti HBs’nin oluşumu ile sonuçlanır(3). 

 

Virus-konak ilişkisinde; HBsAg pozitif, primer hepatomalı kişilerde HBV DNA’sının 

karaciğerde kanserli veya kansersiz hücre DNA’sına integre olduğunun saptanmasıyla daha 

da karmaşık bir durum ortaya çıkmıştır. DNA’ya integre olması viral replikasyonla ilişkili 

değildir(3). 

 

Dünyada 350-400 milyon insanın Hepatit B ile enfekte olduğu düşünülmektedir. Kronik 

Hepatit B virus enfeksiyonu siroz, transplantasyon gerektiren karaciğer infeksiyonları ve 

hepatoselüler karsinom gibi pek çok ciddi klinik komplikasyona neden olmaktadır. Kronik 

enfeksiyonların yaklaşık %25’i karaciğer kanserine dönüşmektedir. Tüm dünyada HBV’den 

kaynaklanan karaciğer kanseriyle ölen kişilerin sayısı 1 milyona ulaşmıştır. Dünyadaki insan 
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populasyonunun neredeyse 1/3’ü HBV ile akut olarak infekteyken; %5’i virusun kronik 

taşıyıcılarıdır(6,7). 

 

Viral hepatit için pek çok önlem alındığı halde, bu hastalığın tedavisi mümkün olmamıştır. 

Ancak tedavi için pek çok anti-viral ajan geliştirilmiştir. Kronik viral hepatit için α-

interferon(IFN-α) en çok kullanılan ajandır. İnterferon tedavisi HBV DNA miktarında hızlı 

bir düşüşe neden olur. 4-6 aylık interferon-α tedavisi serumdan HBeAg(enfekte hücreler 

tarafından üretilen viral proteindir(8).) ve HBV DNA’sının uzaklaştırılmasını sağlar. Bunu 

takiben serum aminotransferaz seviyesi de normal düzeye gelir(9). ALT(alanin 

aminotransferaz) hasar görmüş karaciğer hücrelerinden salgılanır; hücre hasarı ve ölüm 

düzeyinin göstergesidir(8). İnterferon tedavisine başlamak için aranan kriterler şunlardır: 

• Aminotransferaz düzey yüksekliği 

• HBV DNA düzeyinin düşük olması 

• Devam eden kronik hepatit 

• Akut hepatit hikayesi 

• Karaciğer biopsisinde  kronik aktif hepatit bulgularının işlenmesi 

• Dişi cinsiyet 

• HIV infeksiyonu, renal bozukluk gibi komplikasyonların yokluğu. 

Bu maddelerin içinde  başlangıçtaki aminotransferaz seviyesinin yüksekliği en iyi 

belirteçtir(10). Bu kriterler IFN-α tedavisinden iyi sonuç alınabilmesini sağlar. Ancak 6 aydan 

fazla süredir ALT düzeyleri normalin 2 katından daha yüksek seyreden ve serumda HBeAg 

ve/veya HBV-DNA pozitif olan kronik hepatit B’li vakalar IFN tedavisine alınabilir(11).  

 

Ölüm sıklığı, karaciğer transplantasyonu ve siroza dair komplikasyonlar IFN-α tedavisi 

alanlarda almayanlara göre daha düşüktür(12). 

 

İnterferon antikor üretimine, sitotoksik mekanizmalara ve lenfokin üretimine etki ederek 

immün sistemi değiştirir. Bu sayede T hücrelerinin HBsAg’yi farkedememesiyle ortaya çıkan 

ve  taşıyıcıların oluşmasıyla sonuçlanan T hücresi supresyonunu  ortadan kaldırdığı 

düşünülmektedir(13). 

 

Şiddetli akut hepatit B için IFN-α tedavisi tavsiye edilmekle birlikte interferonla tedavi 

pahalı, toleransı az, etkisi kısıtlı ve yan etkileri fazla olan bir tedavidir. Bu nedenle nükleozid 

analoglarının tedavide kullanımı gündeme gelmiştir. Hastalığın atipik formları ve interferon 
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tedavisini tolere edemeyen hastalar için alternatif oluşturmaktadır. Nükleozid analogları 

serum HBV DNA seviyesinde hızlı düşüşe neden olur ve  tedavinin uzatılmasıyla serum 

aminotransferaz seviyesi düşer, HBeAg kaybolur(9). 

 

Bir nükleozid analoğu olan lamivudin( (-)-2’-deoksi-3’-thiasitidin) Hepatit B tedavisi için 

üzerinde en çok çalışılmış olandır. Lamivudin ağız yoluyla alındıktan sonra iyi absorbe edilir 

ve uzun süreli periyotta verildiği zaman bile iyi tolere edilir. Serum HBV DNA’sında hızlı 

düşüşe, HBeAg’nin yok olmasına ve serum aminotransferaz konsantrasyonunda düşüşe neden 

olur. Lamivudinle kısa süreli tedavi(3 aydan az) viral DNA’nın tedavi öncesi düzeye 

dönmesine neden olur(14). 

 

Kısa süreli lamivudin tedavisinden sonra yaklaşık 4 hafta içinde HBV DNA seviyesi tedavi 

öncesi düzeyine geri döndüğü izlenmiştir. Bu da lamivudin ile tedavinin uzun süreli  olması 

gerektiğini göstermektedir(15). 

 

Lamivudin uzun süreli bir tedavi(4-6 ay ve fazlası) olarak tek başına kullanılabilir veya 

infekte hücreleri yok etmek için düzenlenen immün tedavi öncesi infekte hücrelerin sayısını 

azaltmak için kullanılabilir(8). 3’-thiasitidinin (-) enentiomeri olan lamivudin HBV 

replikasyon inhibitörüdür. İnhibisyonunu  polimeraz enzimini baskılayarak yapar(16). 

 

İnterferon tedavisine cevap vermeyen ya da çok az cevap veren hastalarda lamivudin etkili 

olmuştur(17). Bunun yanı sıra son zamanlarda kombine tedaviler üzerinde çalışılmaktadır. 

Nükleozid analoglarının etki mekanizmalarından dolayı virusu tam olarak eradike edemezler. 

Tam bir virus eradikasyonu için ilacın cccDNA bulunduran, yani infekte hepatositlerin yaşam 

sürelerini tamamlayana kadar etkin bir replikasyon blokajı yapması ve bu kadar süre ile 

verilmesi gerekmektedir. Böylesi uzun kullanımda da virus direnci sorunu ortaya çıkmaktadır. 

Bu sorun ancak uygun kombine tedavilerle çözülebilir. Geliştirilen lamivudin ve interferonun 

kombine tedavisi; HBV DNA’sının serumdan yok olmasına, bunu takiben serum 

aminotransferaz konsantrasyonunda azalmaya ve karaciğer histolojisinde düzelmeye neden 

olur(14). 

 

Bu tez çalışmasında; Hepatit B’nin ve Hepatit B’ye karşı geliştirilen anti-viral ajanların konak 

DNA’sına olan genotoksik etkisinin gösterilmesi amaçlanmaktadır.  
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III. Materyal ve Yöntem 

      III.1.1. Çalışma Grubu 

Nisan 2003- Haziran 2005 tarihleri arasında bölümümüze gönderilen, kronik hepatit B tanısı 

yeni konmuş, henüz tedavi başlamamış 31 erkek, 12 kadın hasta ile hepatit B taşıyıcısı 13 

erkek, 7 kadın çalışma grubunu oluşturmaktadır. Yaş, cinsiyet, sigara kullanma özellikleri 

benzer ve hepatit B’ye karşı bağışıklık durumu bilinen (aktif immunizasyon yapılmış, doğal 

bağışık veya hepatit B ‘marker’ları negatif) 20 kişi (14 erkek, 6 kadın) de kontrol grubunu 

oluşturmaktadır.  

Projeye etik kurul izni alındıktan sonra başlanmıştır (No: 25-2002/506). 

Çalışmaya katılan kişiler, çalışmayla ilgili bilgilendirilmiş olup, yazılı onamları alınmıştır (Ek 

IIIa) .  

Bu çalışma iki aşamalı olarak planlanmıştır: Birinci aşamada hepatit B virusunun olası 

genotoksik etkisi; hasta, taşıyıcı ve kontrol grubunda kromozom kırık sayımı ve MN 

yöntemleri kullanılarak araştırılmıştır. İkinci aşamada ise; hasta grubunda uygulanan farklı 

tedavi protokollerinin olası genotoksik etkileri, tedavi sonrası birinci ve altıncı ayda aynı 

yöntemler kullanılarak araştırılmıştır.  

Hastalar uygulanan tedavi protokolüne göre ayrıca 4 ayrı grupta değerlendirilmiştir. Birinci ve 

altıncı ay testleri yapılmış olanlar belirtilmiş olup*, bu dönemlerin herhangi birinde gelmeyen 

hastalar istatistiksel değerlendirmelerde kapsam dışında tutulmuşlardır:  

1: İnterferon tedavisi: 11 hasta ( *7 hasta)  

2: Lamivudin tedavisi: 16 hasta ( *12 hasta) 

3: İnterferon.+  Lamivudin tedavisi: 12 hasta (*9 hasta) 

4: Tedavi protokolü henüz başlamayan hastalar: 4 hasta 

           III.1.2. Anket Çalışması 

Çalışmaya katılan tüm bireyler, farklı çevresel ajanların olası genotoksik etkileri nedeniyle 

ayrıntılı olarak sorgulanarak, homojen bir çalışma grubu oluşturulmaya çalışılmıştır. Bu amaçla 

bir anket formu hazırlanmıştır (Ek IIIb).  
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      III.2. Analiz Yöntemleri 

           III.2.1. Hücre Kültürü  

Heparinize 0,5 ml kan, RPMI 1640 (Sigma R 8758), %20 fetal bovine serum (Sigma F 9665), 

575 µg fitohemaglitünün (Sigma L-8902), 5750 IU penisilin G (Sigma P 3414) ve 5750 µg 

streptomisin (Sigma S 0890) içeren 5 ml besiyerine ekildi. 370C’de 72 saat inkübe edildi (18).  

      III.2.2. Kromozom Kırıklarının Saptanması 

  ● Kültür ortamına inkübasyonun 70. saatinde 0,2 µg/ml kolşisin (Sigma C-97) eklendi. 

● 72. saatte hücreler 900 rpm’de 10 dakika santrifüj edildi. 

● Süpernatan atıldıktan sonra elde edilen pelet üzerine 5 ml hipotonik [ 0,560 mg potasyum 

klorür (Riedel-de Haen 12636) 100 cc steril distile suda çözülerek hazırlandı ] ilave edilerek 

370C’de 10 dakika inkübe edildi. 

● İnkübasyonun sonunda 900 rpm’de 10 dakika santrifüjle elde edilen pelet üzerine 5 ml 

soğuk, taze hazırlanmış fiksatif (3 birim metanol : 1 birim asetik asit; Riedel-de Haen 24229 : 

Riedel-de Haen 27225) damla damla karıştırılmak suretiyle  ilave edildi.  

● 900 rpm’de 10 dakika santrifüjden sonra fiksatif uygulaması beyaz renkli pelet elde edilene 

kadar genellikle 3-4 kez tekrarlandı. 

● En son santrifüjden sonra 0,5 ml kalana kadar süpernatan atıldı. 

● Homojenize edilen pelet ıslak, soğuk ve temiz lama yayıldı. 

● Kuruyan lamlar %5’lik Giemsa (Merk 9204) ile boyandı. 

● Boyanan preparatlarda her birey için 100 metafaz plağı sayıldı. Metafaz plaklarındaki 

kromozom kırıkları tespit edildi (18). 

● Kromatid kırığı, kromozom kırığı, fragman, delesyon 1; translokasyon, disentrik, ring gibi 

değişimler 2 kırık olarak değerlendirildi, “gap”ler sayıma alınmadı (19). 

      III.2.3. Mikronukleus 

● Aynı şekilde hazırlanan kültür ortamına inkübasyonunun 44. saatinde final konsantrasyonu 6 

µg/ml olacak şekilde sitokalasin B (Cyt-B) (Serva 18015) eklendi. 

● 72 saat kültürün sonunda hücreler 900 rpm’de 10 dakika santrifügasyonla elde edildi. 

● 2 kere 5 ml (pH: 7,2) RPMI 1640 (Sigma R 8758) : deiyonize su 4 : 1 + %2 fetal dana 

serumu (Sigma F 9665) ile oda ısısında inkübe edildi. 
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● 900 rpm’de 10 dakika santrifüjden sonra süpernatan atıldı. 

● Pelet üzerine 5 ml RPMI 1640 : deiyonize su 1 : 4 + %2 fetal bovin serum eklenerek oda 

ısısında 5 dakika inkübe edildi. 

● 900 rpm’de 10 dakika santrifüjden sonra pelet kuru lama yayıldı. 

● Lamlar kuruduktan sonra taze olarak hazırlanmış, soğuk fiksatifte (metanol 3 : asetik asit 1 

Riedel-de Haen 24229 : Riedel-de Haen 27225) 20 dakika bekletildi. 

● 1 gün sonra preperatlar %4’lük Giemsa’da (Merk 9204) 8 dakika boyandı. 

● Her örnekte 200-1091 arasında binükleer hücre sayılarak mikronukleus değerlendirmesi 

yapılmaya çalışılmış, ancak örneklerin %8’inde bu sayıya ulaşılamamıştır. Elde edilen hücreler 

MN sayım kriterlerine göre değerlendirilmiştir (20,21). 

III.3. İstatistiksel Analiz 

Hasta, taşıyıcı ve kontrol grupları arasındaki yaş karşılaştırması  Kruskal-Wallis varyans 

analiziyle  yapılırken, cinsiyet dağılımı ve sigara kullanma alışkanlıkları arasındaki farklılık ki-

kare testiyle incelenmiştir. MN ve kırık yüzdelerinin bu gruplar arasındaki karşılaştırılması 

Kruskal-Wallis varyans analiziyle gerçekleştirilmiştir. Kruskal-Wallis varyans analizi 

sonucunda üç grup arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunduğunda, hangi grubun 

hangisiyle farklı olduğunu belirlemek amacıyla çoklu karşılaştırma testi kullanılmıştır. Hasta 

grubunun tedavi öncesi, tedavinin 1. ve 6. ayında kırık ve MN değerleri arasındaki fark 

Friedman testi ile incelenirken, kullanılan üç farklı tedavi protokolünün kırık ve MN 

değerlerine etkisi yine Friedman testi ile incelenmiştir. Üç farklı tedavi protokolünün kırık ve 

MN değerleri açısından tedavi öncesinden 1. aya, tedavi öncesinden 6. aya ve 1. aydan 6. aya 

olan değişimi Kruskal-Wallis varyans analizi ile test edilmiştir. Çoklu test karşılaştırmaları için 

Bonferroni düzeltmesi uygulanmıştır (22). 
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IV. Analiz ve Bulgular 

Bu çalışmaya katılan hasta grubunun cinsiyet, yaş, sigara kullanma alışkanlıkları ve aldıkları 

tedavi Çizelge IV.1’de gösterilmiştir. Hasta grubu  31 erkek (%72), 12 kadın (%28)’dan 

oluşmakta olup, yaş ortalamaları 39’dur. Hastaların 11’ine sadece interferon, 16’sına sadece 

lamivudin, 12’sine lamivudin + interferon tedavisi başlanmış olup, 4 kişiye henüz tedavi 

başlanmamıştır.  

Çizelge IV.1. Hasta grubunun cinsiyet, yaş, sigara kullanma alışkanlıkları ve tedavi 
protokolleri. 

OLGU 

NO CİNSİYET YAŞ SİGARA (adet/gün) TEDAVİ 

1 E 39  1-10/gün LAM + IFN 

2 E 54 - LAM + IFN 

3 E 58  1-10/gün IFN 

4 E 36 - IFN 

5 E 48  1-10/gün LAM + IFN 

6 E 32 - LAM + IFN 

7 E 38 - LAM + IFN 

8 E 27 11-20/gün LAM + IFN 

9 E 42 11-20/gün LAM 

10 E 27 11-20/gün LAM + IFN 

11 E 22 - LAM + IFN 

12 K 18 - * 

13 K 47 - LAM + IFN 

14 K 38 - IFN 

15 E 37 - LAM + IFN 

16 E 22 - IFN 

17 K 60 - LAM 

18 E 50 - LAM  

19 K 42 - IFN 

20 E 22 - IFN 

21 E 36 1-10/gün * 

22 E 24 - IFN 

23 K 32 - IFN 

24 K 49 1-10/gün * 

25 E 48 - * 

26 E 21 - LAM  

27 K 46 - LAM  

28 K 38 - LAM  

29 E 48 - LAM 
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30 E 35 - LAM 

31 K 60 - LAM 

32 K 36 - LAM 

33 E 29 11-20/gün LAM + IFN 

34 E 30 - IFN 

35 E 42 - LAM 

36 E 64 - LAM 

37 E 54 - LAM 

38 E 33 11-20/gün LAM 

39 K 36 - LAM 

40 E 20 - IFN 

41 E 40 1-10/gün LAM + IFN 

42 E 31 - IFN 

43 E 62 - LAM 

*: Henüz tedaviye başlamayanlar 

 

Taşıyıcı grubunun cinsiyet, yaş ve sigara kullanma alışkanlıkları Çizelge IV.2’de gösterilmiştir. 

Grup 13 erkek (%65), 7 kadından (%35) oluşmakta olup, yaş ortalamaları 37,5’tir. 

Çizelge IV.2. Taşıyıcı grubunun cinsiyet, yaş ve sigara kullanma alışkanlıkları. 

İSİM CİNSİYET YAŞ 

SİGARA 

(adet/gün) 

1T K 48 - 

2T K 25 1-10/gün 

3T E 46 - 

4T K 39 - 

5T E 48 11-20/gün 

6T E 38 - 

7T K 33 - 

8T E 32 11-20/gün 

9T K 27 - 

10T E 47 - 

11T K 24 - 

12T E 47 - 

13T E 50 - 

14T E 25 1-10/gün 

15T E 31 11-20/gün 

16T E 42  1-10/gün 

17T E 36 1-10/gün 
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18T E 38 1-10/gün 

19T K 42 - 

20T E 31 - 

 

Çalışmamızda yer alan kontrol grubunun cinsiyet, yaş, sigara kullanma alışkanlıkları ve 

hepatit B virusuna karşı bağışıklık durumları Çizelge IV.3’te gösterilmiştir. Grup 14 erkek 

(%70), 6 kadın (%30)’dan oluşmakta olup, yaş ortalamaları 34’tür. Gruptaki bireyler aşılı, 

doğal bağışık ya da hepatit B “marker”ları negatiftir. 

 

Çizelge IV.3. Kontrol grubunun cinsiyet, yaş,sigara kullanma alışkanlıkları ve bağışıklık 
durumları. 

İSİM CİNSİYET YAŞ 

SİGARA 

(adet/gün) BAĞIŞIKLIK 

1K K 25 - AŞILI 

2K E 29 - AŞILI 

3K E 32 - AŞILI 

4K K 26 1-10/gün (-) 

5K E 27 - AŞILI 

6K K 41 1-10/gün (-) 

7K E 30 11-20/gün AŞILI 

8K K 30 - AŞILI 

9K K 28 - AŞILI 

10K E 41 11-20/gün (-) 

11K E 32 - AŞILI 

12K E 28 - AŞILI 

13K K 28 - (-) 

14K E 40 >1 paket/gün DOĞAL BAĞIŞIK 

15K E 42  11-20/gün DOĞAL BAĞIŞIK 

16K E 40 - DOĞAL BAĞIŞIK  

17K E 41 - AŞILI  

18K E 40 - AŞILI  

19K E 39 - AŞILI 

20K E 41 11-20/gün (-) 

 

Hasta, taşıyıcı ve kontrol grupları arasında Kruskal-Wallis varyans analiziyle yapılan yaş 

karşılaştırmasında anlamlı bir fark bulunmamıştır (p=0,334). Aynı şekilde ki-kare testiyle 

yapılan üç grup arasındaki cinsiyet dağılımı ve sigara kullanma alışkanlıkları arasındaki fark 

da anlamlı bulunmamıştır (sırasıyla p=0,849 ve p=0,458). Gruplar arasında bu üç parametre 

açısından fark yoktur. 
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Hasta grubunun tedavi öncesi (tö) ile taşıyıcı ve kontrol grubunun kırık ve MN değerlerine 

ilişkin Kruskal-Wallis testi ile yapılan istatistiksel değerlendirmeler  Çizelge IV.4’te 

gösterilmiştir. 

 
Çizelge IV.4. Hasta grubunun tedavi öncesi  ile, taşıyıcı ve kontrol grubunun MN ve kırık 
istatistiksel değerleri. 

  MN KIRIK 

   SDX ±         Ortanca (en az-en çok)  SDX ±      Ortanca (en az-en çok) 

Kontrol  4,22±2,77               3,82 (0-10,12) 0,95±1,05             1 (0-3)      

Taşıyıcı  5,13±3,97                  3,53 (0-14)                     2,5±2,06               2 (0-7) 

Hasta(tö)  4,39±4,47                    3 (0-17) 2,1±1,95              2 (0-8) 

 

Hasta grubunun tedavi öncesi  ile, taşıyıcı ve kontrol grubunun kırık değerlerinin Kruskal-

Wallis testi ile istastistiksel karşılaştırması Çizelge IV.5’te gösterilmiştir. Buna göre kontrol 

grubu ile taşıyıcı grubunun (p=0,008) ve kontrol grubu ile hasta grubunun (p=0,019) tedavi 

öncesi kırık değerlendirmesi, istatistiksel olarak anlamlı farklı bulunurken, taşıyıcı grubu ile 

hasta grubu arasında anlamlı fark bulunamamıştır (p=0,466). 

 

Çizelge IV.5. Hasta grubunun tedavi öncesi ile taşıyıcı ve kontrol grubunun kırık değerlerinin 
istatistiksel karşılaştırması. 

Kontrol-Taşıyıcı p= 0,008 

Kontrol-Hasta (tö) p= 0,019 

Taşıyıcı-Hasta (tö) p=0,466 

 

 

Hasta grubunun tedavi öncesi ile taşıyıcı ve kontrol grubunun MN değerleri arasında Kruskal-

Wallis testi ile anlamlı fark bulunmamıştır (p=0,572). 

Hasta grubunun tedavi protokolleri ile tedavi öncesi, tedavinin 1. ve 6. aylarında elde edilen 

kırık ve MN değerleri Çizelge IV.6’da gösterilmiştir. 
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Çizelge IV.6. Hasta grubunun tedavi protokolleri, tedavi öncesi, tedavinin 1. ve 6. aylarındaki 
kırık ve MN değerleri. 
Olgu No Tedavi 

Protokolü 

Kriter Tedavi 

Öncesi 

Tedavinin 1. 

Ayı 

Tedavinin 6. 

Ayı 

Kırık (%) 2 ** 3 1 

LAM + IFN MN (‰) 8,24 ** 2 

Kırık (%) 3 3 1 2 

LAM + IFN MN (‰) 3,96 25,06 6,28 

Kırık (%) 2 1 1 3 

IFN MN (‰) 8 2,21 2 

Kırık (%) 1 2 ** 4 IFN 

 MN (‰) 5,12 0 ** 

Kırık (%) 4 0 1           5 LAM + IFN 

 MN (‰) 2,12 4,92 15 

Kırık (%) 0 2 0 6 LAM + IFN 

 MN (‰) 2,88 2 3,06 

Kırık (%) 2 4 3 7 LAM + IFN 

 MN (‰) 5,97 11,29 2 

Kırık (%) 1 ** 2 8 LAM + IFN 

 MN (‰) 0,91 ** 2 

Kırık (%) 2 ** ** 9 LAM 

 

 
MN (‰) 4 ** ** 

Kırık (%) 0 1 4 10 LAM + IFN 

 

 
MN (‰) 0,98 6 8,2 

Kırık (%) 2 5 6 11 LAM + IFN 

 MN (‰) 8 18,51 0 

Kırık (%) 3 - - 12 * 

 MN (‰) 0 - - 

Kırık (%) 2 0 1 13 LAM + IFN 

 MN (‰) 4,16 3,83 5,63 

Kırık (%) 8 1 *** 14 IFN 

 MN (‰) 5,94 21,05 0 

15 LAM + IFN Kırık (%) 0 ** 0 
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 MN (‰) 4,23 ** 6,29 

Kırık (%) *** ** 1 16 IFN 

 MN (‰) 7 ** 2 

Kırık (%) 0 ** 2 17 LAM 

 MN (‰) 7,29 ** 2,06 

Kırık (%) 4 1 3 18 LAM 

 MN (‰) 16 2,63 2 

Kırık (%) 4 2 0 19 
IFN 

 MN (‰) 2,69 16 5 

Kırık (%) 1 1 0 20 IFN 

 MN (‰) 6,92 2,99 0 

Kırık (%) 2 - - 21 * 

 MN (‰) 0 - - 

Kırık (%) 1 ** ** 22 IFN 

 MN (‰) 0 ** ** 

Kırık (%) 1 ** 2 23 
IFN 

 MN (‰) 0 ** 4 

Kırık (%) 2 - - 24 * 

 MN (‰) 3 - - 

Kırık (%) 5 - - 25 * 

 MN (‰) 1 - - 

Kırık (%) 0 8 ** 26 LAM 

 MN (‰) 3 6,21 ** 

Kırık (%) 2 2 6 27 LAM 

 MN (‰) 4 6 7 

Kırık (%) 0 1 3 28 LAM 

 MN (‰) 6 0 4 

Kırık (%) 1 2 1 29 LAM 

 MN (‰) 1,81 2,61 0 

Kırık (%) 6 5 3 30 LAM 

 MN (‰) 15 6,17 0 

Kırık (%) 2 1 2 31 LAM 

 MN (‰) 16,91 8 1,97 
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Kırık (%) 1 2 4 32 LAM 

 MN (‰) 15,52 0 7 

Kırık (%) 0 7 1 33 LAM + IFN 

 MN (‰) 1 4,95 0 

Kırık (%) *** 2 0 34 
IFN 

 MN (‰) 1 0 4 

Kırık (%) *** 6 10 35 LAM 

 MN (‰) 4 0 4,22 

Kırık (%) 3 2 3 36 LAM 

 MN (‰) 3,54 *** 0 

Kırık (%) 2 5 11 37 LAM 

 MN (‰) 3 0 0 

Kırık (%) 2 1 ** 38 
LAM 

 MN (‰) 0 0 ** 

Kırık (%) 2 4 12 39 LAM 

 MN (‰) 0 16,88 7,75 

Kırık (%) 4 1 2 40 IFN 

 MN (‰) 0 0 0 

Kırık (%) 0 3 5 41 LAM + IFN 

 MN (‰) 0 0 2 

Kırık (%) 0 1 2 42 
IFN 

 MN (‰) 2,75 0 *** 

Kırık (%) 7 5 1 43 LAM 

 MN (‰) 3 2,74 4,88 

 

*: Henüz tedaviye başlamayan hastalar 

**: 1. ve/veya 6. ayda gelmeyen hastalar 

***: Test sonuçları yeterli olmayan hastalar 

 

Hasta grubunun tedavi öncesi, tedavinin 1. ve 6. aylarında kırık ve MN değerleri arasındaki 

fark Friedman testi ile incelenmiş ve anlamlı bir fark bulunmamıştır (p=0,669 ve p=0,912). 

Kullanılan üç farklı tedavi protokolünün kırık ve MN değerlerine etkisi yine Friedman testi ile 

incelenmiş ve yine anlamlı bir fark bulunmamıştır (kırık-lamivudin p=0,377; kırık-interferon 

p=0,348; kırık-kombine p=0,452; MN-lamivudin p=0,320; MN-interferon p=0,549; MN-
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kombine p=0,347).  Üç farklı tedavi protokolünün kırık ve MN değerleri açısından tedavi 

öncesinden  1. aya, tedavi öncesinden 6. aya ve 1. aydan 6.aya olan değişimleri Kruskal-Wallis 

varyans analizi ile test edilmiştir. Bu test sonucunda da anlamlı bir fark bulunmamıştır. 
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V. Sonuç ve Öneriler 

İki aşamalı olarak planlanan çalışmanın birinci aşamasından elde edilen verilere göre:   

 

1. Kronik hepatit B’li hastalar ve taşıyıcı grubu kontrol grubuyla karşılaştırıldığında kırık 

oranında dolayısıyla kromozomal instabilitede artış görülmüştür.  

2. Kronik hepatit B’li hastalarla taşıyıcı grubunun kırık oranları benzer bulunmuştur. Bu 

durum her iki grupta da kromozomal instabilitenin göstergesi olup, taşıyıcı grubunun 

en az kronik hepatit B’li hastalar kadar dikkate alınması gerektiğine işaret etmektedir.  

 

İkinci aşamadan elde edilen verilere göre ise: 

 

Kronik Hepatit B tedavisinde kullanılan farklı tedavi protokollerinin olası genotoksik etkisi 

MN ve kromozomal kırık yöntemleri kullanılarak araştırılmış ve hastaların tedavi öncesi test 

sonuçları ile karşılaştırılmıştır. Sonuçlar istatistiksel olarak değerlendirildiğinde anlamlı bir 

fark olmadığı gözlenmiştir. Bu sonuç uygulanan tedavi protokollerinin konak genomu üzerine 

olası ilave genotoksik etkisinin olmadığını düşündürmektedir. 
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Ek IIIa 

BİLGİLENDİRİLMİŞ ONAM FORMU 
 
Bu form, katılmanız önerilen araştırma ile ilgili olarak sizi bilgilendirmek amacıyla 
düzenlenmiştir. 
Araştırmanın Adı: Hepatit B Virusunun ve Tedavisinde Kullanılan Anti-viral Ajanların 
konak DNA’sına Olan Genotoksik Etkileri 
 
Dünyada 350-400 milyon insanın Hepatit B virusu nedeniyle hastalandığı düşünülmektedir. 
Yurdumuzda 4 milyon civarında Hepatit B taşıyıcısı bulunmaktadır. Hepatit B bir DNA 
virusudur;  kalıcı enfeksiyonlara neden olabilir. Hepatit B tedavisine yönelik geliştirilen bir 
takım ilaçlar mevcuttur. Bu çalışmada hem Hepatit B virusunun hem de tedavi için geliştirilen 
interferon, lamivudin ile lamivudin + interferon gibi kombine ilaç tedavisinin hasta DNA’sına 
zararlı etkilerinin  olup olmadığı incelenecektir. Çalışma yaklaşık 80 gönüllü ile 
yürütülecektir. 
 
Çalışma için yaklaşık her gönüllüden 1.5ml kan örneği alınarak örneklerle    mutasyon tarama 
testlerinden kromozomal kırık değerlendirmesi ile mikronükleus çalışması yapılacaktır. 
 
Çalışmanın kişiden tekrar kan alınması olasılığı dışında kişiye bir zararı ya da yan etkisi 
yoktur. Çalışma kişiye hiçbir mali yük getirmeyecektir. 
 
Çalışmaya katılmada gönüllülük esastır. Kişiler araştırmaya katılıp katılmamakta tamamen 
serbesttir. Kişilerin araştırmaya katılmaları bilime katkı yapıcı niteliktedir. 
Araştırmaya katılan kişinin, daha fazla açıklama istediğinde araştırmacıdan açıklama 
yapmasını isteme hakkı vardır. Bu araştırmaya katılmak kişiye hiçbir mali yük 
getirmeyecektir. Çalışmaya katılan kişilere ait bilgiler gizli tutulacaktır. Elde edilen materyal 
çalışmaya katılan kişiden izin alınmadan başka bir amaç için kullanılmayacaktır. 
 
 
Ben......................................................, bu araştırma ile ilgili yeterli bilgiye sahibim. Araştırma 
ile ilgili sorularımı Biyolog Pınar ÖZKAL’a sorarak açık ve doyurucu yanıtlar aldım. Bu 
bilgiler ışığında çalışmaya kendi isteğimle katılıyorum. 
 
        Tarih:.../..../2003                                     Katılımcı imzası: 
                                                                                    Telefonu: 
                                                                                         
Araştırmacı  Bio. Pınar ÖZKAL                                   İmza: 
 

  Tanıklık eden kurum yetkilisi                                       İmza: 
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Ek IIIb 

ANKET FORMU 
 

-   Protokol no : 

-   Ad-Soyad    : 

-   Cinsiyet       : 

-   Yaş             : 

-   Doğum yeri/ Memleket: 

-   Adres : 

  
-   Tel      : 

-   Medeni durum : 

    (  )Evli          (  )Bekar      (  )Dul 

    -Ailede hepatitli olgu : 

 
-    Sigara kullanımı : 

     (  )Hiç   (  )Günde 1-10 tane    (  )Günde 10-20 tane     (  )Günde 1 paketten fazla 

-    Alkol kullanımı   : 

     (  )Hiç        (  ) Her gün          (  ) Haftada 1-2        (  ) Ayda 1-2 

-    Daha önceden veya şu anda kullanılan ilaç(lar) : 

 

-    Tedavi veya tanı amacıyla radyasyona maruziyet : (  )Var      (  )Yok 

     Varsa:  (  )Tedavi amacıyla                               (  )Tanı amacıyla 

                   Sayısı:                                                  Sayısı: 

                   Lokalizasyonu:                                     Lokalizasyonu. 

 

 (  ) Kronik HBV 

     Varsa :  Uygulanan (uygulanacak) tedavi protokolü : 

(  ) Taşıyıcı 

(  ) Kontrol 
 

 

 

 



VII. Ekler 

 

 a) Mali Bilanço ve Açıklamaları 

 

Toplam Bütçe 4.292.300.000 TL. 

İlk Alımla Harcanan Miktar  2.029.600.000 TL. 

Ek Alımla Harcanan Miktar    919.220.000 TL. 

Kalan 1.343.480.000 TL. 

  

İlk alımla projede önceden belirtilmiş olan 400 ve 600 kodlu birimlerin alımı 

gerçekleştirilmiştir. Ancak daha sonra ek bir alıma ihtiyaç duyulmuştur. Çünkü, özellikle 

tedavi süreci ile ilgili olarak; proje kapsamına alınan her olgunun 2. ve 3. kontrolüne gelmesi 

gerekmektedir. Ancak bu her zaman gerçekleşmediğinden projede belirtilen hasta sayısına 

ulaşabilmek için, belirtilenden daha çok olgunun çalışma kapsamına alınması gerekmiştir. 

Ayrıca hastaların bir kısmının tedavi protokolleri değiştirildiğinden ya da tedavileri 

kesildiğinden araştırma kapsamından çıkartılmış ve yerlerine yeniden hasta kabul etme 

zorunluluğu ortaya çıkmıştır. Bunların yanı sıra klinik çalışmalar doğrultusunda başlangıçta 

planlanan 2 tedavi protokolü yerine 3 tedavi protokolünü alacak hastalar çalışmaya dahil 

edilmiştir. Bütün bu gereksinimler doğrultusunda ek bir istemle malzeme alımı 

gerçekleştirilmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



b) Makine ve Teçhizatın Konumu ve İlerideki Kullanımına Dair Açıklamalar 

Makine ve teçhizat olarak su banyosu alınmıştır. A.Ü.T.F. Tıbbi Genetik Anabilimdalı’nda 

hücre kültürleri ile ilgili çalışmalarda kullanılmaktadır. Demirbaş No: 60187  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



c) Teknik Bilimsel Ayrıntılar 

Kesim III’de yer almayan analiz ayrıntısı bulunmamaktadır. 

 


