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I. Projenin Tiirkce ve ingilizce Adi1 ve Ozetleri

Hepatit B Viriisiiniin ve Tedavisinde Kullanilan Anti-viral Ajanlarin Konak DNA’sina

Olan Genotoksik Etkileri

Bu ¢aligmanin amaci, hepatit B viriisiiniin konak DNA’sina olan genotoksik etkisi ile kronik
hepatit B tedavisinde kullanilan anti-viral ajanlarin insan genomu {izerine olan olasi

genotoksik etkisinin saptanmasidir.

Arastirmaya 43 kronik hepatit B hastasi, 20 tasiyict ve 20 kontrol dahil edilmistir. Caligmanin
ilk asamasinda heniliz tedaviye baslamamis hasta ve tasiyict grubunda virusun konak
DNA’sina olan olasi genotoksik etkisini saptamak amaciyla kirik sayimi ve mikronukleus
testi yapilmistir. Elde edilen sonuclar hasta grubu ve tasiyici gruplarinda ayr1 ayr istatistiksel
olarak degerlendirilerek, alinan veriler kontrol grubuyla karsilastirilmistir. ikinci asamada ise,
farkli tedavi protokollerinin (lamivudin, interferon ve lamivudin+interferon) olas1 genotoksik
etkilerini degerlendirmek i¢in, tedavi programina alman 39 hastada tedavinin 1. ve 6.
aylarinda kirik sayimi1 ve MN testi yapilmistir. Hastalar tedavi protokollerine gore ii¢ gruba

ayrilmiglar ve genotoksik etki agisindan gruplar birbiriyle karsilastirilmigtir.

Degerlendirmeler sonucunda tedavi 6ncesi kronik hepatit B hastalarinin ve tasiyicilarin kirik
degerleri kontrolle karsilastirildiginda ytiksek bulunurken; MN siklig1 ti¢ grup arasinda farkli
bulunamamuistir. Kronik hepatit B tedavisinde kullanilan anti-viral ajanlarin olas1 genotoksik
etkisi ile ilgili degerlendirmelerde ise, kirik ve MN testleri acisindan farkli tedavi protokolleri
arasinda anlamli bir fark olmadig1 ve bu degerlerin hastalarin tedavi dncesi degerlerine gore

degismedigi gdzlenmistir.

Sonug olarak bu ¢alismayla HBV’nin hem kronik hepatit B’li hastalarda hem de tasiyicilarda
kromozomal instabiliteye yol actig1 gosterilmistir. Tastyict kirik oranlarinin hasta degerlerine
benzer olusu, bu grubun da hastalar kadar 6nemsenmesi gerekliligine dikkat ¢ekmektedir.
Kronik hepatit B tedavisinde kullanilan farkli tedavi protokollerinin ise konak genomuna ilave

genotoksik etkisi bulunmamaktadir.



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.



II. Amac¢ ve Kapsam

Hepatit B virusu (HBV) kiiclik, zarfli DNA viruslarindan Hepadnavirus ailesindendir(1).
Hepatit B virusu genomunda 3200 baza sahip olmasiyla, bilinen en kii¢iik DNA virusudur.
Viral genom cift iplikli ve ¢ember seklinde olmakla birlikte ¢emberin bir kismi tek
iplik¢iklidir. Ipliklerden bir tanesi ( - iplik) yapisal proteinleri (pre-S, yiizey(HbsAg ya da S),
kor) ve replikatif proteinleri (polimeraz, X) kodlar ve {ist iiste binmis genlerden meydana

gelmistir. Diger iplik (+ olan) kisa olup uzunlugu degiskendir(2,3).

HBV replikasyonu genomunun asimetrik yapisi, endojen polimeraz ve revers transkriptaz
reaksiyonlar1 nedeniyle 6zellik gosterir. DNA replikasyonu bir RNA kalib1 araciligr ile revers
transkripsiyonla olur. Viral replikasyon konakg¢i hiicre sitoplazmasinda gercgeklesir ve (-)
iplikcik RNA aracidan, (+) iplik¢ik (-) iplikgikten sentezlenir. Virusun karaciger hiicrelerine
tropizmi vardir. Bu tropizm bazi viral faktorlerce diizenlenir. Karaciger hiicreleri disinda
monositlerde, pankreas hiicrelerinde de HBV genomu saptanmistir. Pre-S proteinleri virusun
hepatosit reseptorlerine tutunmasinda rol oynar. Tutunmay1 takiben viral kapsid sitoplazmaya
girer ve buradan cekirdege gecer. Cekirdekte aciga c¢ikan viral genomun eksik olan (+)
iplik¢igi tamamlandiktan sonra kovalent bagli, kapali ¢cembersel yapi olusturulur. Bu yap1
viral DNA’nin  RNA sentezinde kalip goérevi yapabilmesi ic¢in gereklidir ve
“cccDNA”(covalently closed circular DNA) olarak adlandirilir. cccDNA’dan hiicresel RNA
polimeraz Il enzimi kullanilarak 4 tip mRNA sentezlenir:

3.5 kb mRNA: En uzun par¢adir. Genom replikasyonunda, prekor/kor ve polimeraz
proteinlerinin sentezlenmesinde kullanilir.

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

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

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

Bu RNA’lar genom sentezinde kullanildig1 i¢in pregenomik RNA (pgRNA) olarak
adlandirlir. Cekirdek partikiilleri i¢inde viral polimeraz enziminin revers transkriptaz
aktivitesi ile pgRNA’dan viral DNA (-) iplik¢igi sentezlenir. Bu sentezlenme sirasinda es
zamanli olarak enzimin RN’ase H aktivitesi ile pgRNA yikilir. Polimeraz aktivitesi ile (-)
iplik¢ikten (+) iplikeik sentezlenerek viral genom olusturulur. Viral genom olustuktan sonra
partikiilli endoplazmik retikulum i¢ine tomurcuklanarak glikoprotein zarfin1 kazanir ve

vezikiiler taginim ile hiicre disina salimir. HBV replikasyonu sirasinda sitoplazmada yeni



sentezlenen viral DNA’larin bir kism1 ¢ekirdege tasinarak orada siirekli cccDNA havuzu
olusturulmasini saglar. Sentezlenen HBsAg ise cccDNA olusumunu inhibe eder. Bunlar virus

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

Kana gectikten sonra hepatositleri infekte eden virus nekroz ve yangiya neden olur. Infekte
hepatositler {izerindeki viral antijenlere karsi bagisiklik gelismesine sitotoksik T hiicreleri
aracilik eder(4). Konak¢inin HBV antijenlerine karsi immiin cevabt HBV infeksiyonunun

ortaya ¢ikisini belirler(5).

B hepatitli olgularin %10 kadar1t HBV yoniinden kronik tasiyici haline gelir. Kronik tasiyici,
kaninda en az 6 ay siire ile HBsAg tasiyan kisidir. Kronik tastyicilik hali, kanda uzun stire
HBV ve HBsAg bulunmasina yol acacak sekilde hepatositlerdeki inat¢i infeksiyona
baglanmaktadir. HBV DNA’s1, inat¢1 sekilde infekte olan hiicrelerin sitoplazmasinda primer
epizom halinde bulunur; HBV DNA’smmin az sayida kopyast ise, hiicre DNA’sina
tiimlesmistir(4).

Kronik B hepatitinde karacigeri infiltre eden T hiicrelerin hedefi HBsAg'nin preS2
boliimiidiir. T hiicre fonksiyonu zayiflamis kisilerde (Down sendromlu, 16semili, maligniteli
gibi) nekroz 1limlidir; ancak virus tam olarak elimine edilememektedir. Bu kisilerde
infeksiyon sinsi sinsi devam eder. Bu durum normal T hiicre fonksiyonu olan kisilerde olusan
olaylarla tamamen zittir; akut hastalik daha ciddi seyreder, ancak karaciger ve serumdan

HBsAg’nin temizlenmesi ve anti HBs’ nin olusumu ile sonuglanir(3).

Virus-konak iligkisinde; HBsAg pozitif, primer hepatomali kisilerde HBV DNA’sinin
karacigerde kanserli veya kansersiz hiicre DNA’sina integre oldugunun saptanmasiyla daha
da karmagik bir durum ortaya ¢ikmistir. DNA’ya integre olmasi viral replikasyonla iligkili
degildir(3).

Diinyada 350-400 milyon insanin Hepatit B ile enfekte oldugu diisiiniilmektedir. Kronik
Hepatit B virus enfeksiyonu siroz, transplantasyon gerektiren karaciger infeksiyonlar1 ve
hepatoseliiler karsinom gibi pek c¢ok ciddi klinik komplikasyona neden olmaktadir. Kronik
enfeksiyonlarin yaklasik 9%25°1 karaciger kanserine donlismektedir. Tiim diinyada HBV’den

kaynaklanan karaciger kanseriyle 6len kisilerin sayist 1 milyona ulasmistir. Diinyadaki insan



populasyonunun neredeyse 1/3’ii HBV ile akut olarak infekteyken; %5’1 virusun kronik

tastyicilaridir(6,7).

Viral hepatit icin pek ¢cok onlem alindigi halde, bu hastaligin tedavisi miimkiin olmamustir.
Ancak tedavi i¢in pek c¢ok anti-viral ajan gelistirilmistir. Kronik viral hepatit i¢in o-
interferon(IFN-a) en ¢ok kullanilan ajandir. interferon tedavisi HBV DNA miktarinda hizli
bir diisiise neden olur. 4-6 aylik interferon-o tedavisi serumdan HBeAg(enfekte hiicreler
tarafindan iiretilen viral proteindir(8).) ve HBV DNA’sinin uzaklastirilmasini saglar. Bunu
takiben serum aminotransferaz seviyesi de normal diizeye gelir(9). ALT(alanin
aminotransferaz) hasar gérmiis karaciger hiicrelerinden salgilanir; hiicre hasart ve oliim
diizeyinin gostergesidir(8). interferon tedavisine baslamak igin aranan kriterler sunlardir:

e Aminotransferaz diizey yiiksekligi

e HBYV DNA diizeyinin diisiik olmasi

e Devam eden kronik hepatit

e Akut hepatit hikayesi

e Karaciger biopsisinde kronik aktif hepatit bulgularinin islenmesi

¢ Disi cinsiyet

e HIV infeksiyonu, renal bozukluk gibi komplikasyonlarin yoklugu.
Bu maddelerin ig¢inde  baslangigtaki aminotransferaz seviyesinin yiiksekligi en iyi
belirtectir(10). Bu kriterler IFN-a tedavisinden iyi sonug alinabilmesini saglar. Ancak 6 aydan
fazla siiredir ALT diizeyleri normalin 2 katindan daha yiiksek seyreden ve serumda HBeAg
ve/veya HBV-DNA pozitif olan kronik hepatit B’li vakalar IFN tedavisine alinabilir(11).

Oliim siklig1, karaciger transplantasyonu ve siroza dair komplikasyonlar IFN-a. tedavisi

alanlarda almayanlara gore daha diistiktiir(12).

Interferon antikor iiretimine, sitotoksik mekanizmalara ve lenfokin iiretimine etki ederek
immiin sistemi degistirir. Bu sayede T hiicrelerinin HBsAg’yi farkedememesiyle ortaya ¢ikan
ve tastyicilarin olugmasiyla sonuglanan T hiicresi supresyonunu ortadan kaldirdig:

distintilmektedir(13).

Siddetli akut hepatit B icin IFN-o tedavisi tavsiye edilmekle birlikte interferonla tedavi
pahali, toleransi az, etkisi kisitli ve yan etkileri fazla olan bir tedavidir. Bu nedenle niikleozid

analoglarinin tedavide kullanimi giindeme gelmistir. Hastaligin atipik formlar1 ve interferon
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tedavisini tolere edemeyen hastalar i¢in alternatif olusturmaktadir. Niikleozid analoglari
serum HBV DNA seviyesinde hizli diislise neden olur ve tedavinin uzatilmasiyla serum

aminotransferaz seviyesi diiser, HBeAg kaybolur(9).

Bir niikleozid analogu olan lamivudin( (-)-2’-deoksi-3’-thiasitidin) Hepatit B tedavisi i¢in
izerinde en ¢ok ¢aligilmis olandir. Lamivudin agiz yoluyla alindiktan sonra iyi absorbe edilir
ve uzun siireli periyotta verildigi zaman bile iyi tolere edilir. Serum HBV DNA’sinda hizl
diisiise, HBeAg’nin yok olmasina ve serum aminotransferaz konsantrasyonunda diisiise neden
olur. Lamivudinle kisa siireli tedavi(3 aydan az) viral DNA’nin tedavi Oncesi diizeye

donmesine neden olur(14).

Kisa siireli lamivudin tedavisinden sonra yaklasik 4 hafta icinde HBV DNA seviyesi tedavi
oncesi diizeyine geri dondiigii izlenmistir. Bu da lamivudin ile tedavinin uzun siireli olmasi

gerektigini gostermektedir(15).

Lamivudin uzun siireli bir tedavi(4-6 ay ve fazlasi) olarak tek basina kullanilabilir veya
infekte hiicreleri yok etmek icin diizenlenen immiin tedavi 6ncesi infekte hiicrelerin sayisini
azaltmak ic¢in kullanilabilir(8). 3’-thiasitidinin (-) enentiomeri olan lamivudin HBV

replikasyon inhibitoriidiir. Inhibisyonunu polimeraz enzimini baskilayarak yapar(16).

Interferon tedavisine cevap vermeyen ya da ¢ok az cevap veren hastalarda lamivudin etkili
olmustur(17). Bunun yani sira son zamanlarda kombine tedaviler {lizerinde calisilmaktadir.
Niikleozid analoglarinin etki mekanizmalarindan dolay1 virusu tam olarak eradike edemezler.
Tam bir virus eradikasyonu i¢in ilacin cccDNA bulunduran, yani infekte hepatositlerin yasam
siirelerini tamamlayana kadar etkin bir replikasyon blokaji yapmasi ve bu kadar siire ile
verilmesi gerekmektedir. Boylesi uzun kullanimda da virus direnci sorunu ortaya ¢ikmaktadir.
Bu sorun ancak uygun kombine tedavilerle ¢oziilebilir. Gelistirilen lamivudin ve interferonun
kombine tedavisi; HBV DNA’sinin serumdan yok olmasina, bunu takiben serum
aminotransferaz konsantrasyonunda azalmaya ve karaciger histolojisinde diizelmeye neden

olur(14).

Bu tez ¢calismasinda; Hepatit B’nin ve Hepatit B’ye kars1 gelistirilen anti-viral ajanlarin konak

DNA’s1ina olan genotoksik etkisinin gosterilmesi amaglanmaktadir.



II1. Materyal ve Yontem
II1.1.1. Calisma Grubu

Nisan 2003- Haziran 2005 tarihleri arasinda boliimiimiize gonderilen, kronik hepatit B tanisi
yeni konmus, heniiz tedavi baslamamis 31 erkek, 12 kadin hasta ile hepatit B tasiyicis1 13
erkek, 7 kadin caligma grubunu olusturmaktadir. Yas, cinsiyet, sigara kullanma o6zellikleri
benzer ve hepatit B’ye karsi bagisiklik durumu bilinen (aktif immunizasyon yapilmis, dogal
bagisik veya hepatit B ‘marker’lar1 negatif) 20 kisi (14 erkek, 6 kadin) de kontrol grubunu

olusturmaktadir.
Projeye etik kurul izni alindiktan sonra baglanmistir (No: 25-2002/506).

Calismaya katilan kisiler, ¢aligmayla ilgili bilgilendirilmis olup, yazili onamlar1 alinmistir (Ek

Ila) .

Bu caligma iki asamali olarak planlanmistir: Birinci asamada hepatit B virusunun olasi
genotoksik etkisi; hasta, tasiyict ve kontrol grubunda kromozom kirik sayimi ve MN
yontemleri kullanilarak arastirilmustir. ikinci asamada ise; hasta grubunda uygulanan farkli
tedavi protokollerinin olas1 genotoksik etkileri, tedavi sonrasi birinci ve altinct ayda aym

yontemler kullanilarak arastirilmistir.

Hastalar uygulanan tedavi protokoliine gore ayrica 4 ayr1 grupta degerlendirilmistir. Birinci ve
altinc1 ay testleri yapilmis olanlar belirtilmis olup*, bu dénemlerin herhangi birinde gelmeyen

hastalar istatistiksel degerlendirmelerde kapsam diginda tutulmuslardir:
1: interferon tedavisi: 11 hasta ( *7 hasta)
2: Lamivudin tedavisi: 16 hasta ( *12 hasta)
3: Interferon.+ Lamivudin tedavisi: 12 hasta (*9 hasta)
4: Tedavi protokolii heniiz baglamayan hastalar: 4 hasta
II1.1.2. Anket Calismasi

Calismaya katilan tiim bireyler, farkli ¢evresel ajanlarin olasi genotoksik etkileri nedeniyle
ayrintili olarak sorgulanarak, homojen bir ¢alisma grubu olusturulmaya ¢alisilmistir. Bu amagla

bir anket formu hazirlanmistir (Ek IIIb).



II1.2. Analiz Yontemleri
II1.2.1. Hiicre Kiiltiiri

Heparinize 0,5 ml kan, RPMI 1640 (Sigma R 8758), %20 fetal bovine serum (Sigma F 9665),
575 pg fitohemaglitiiniin (Sigma L-8902), 5750 IU penisilin G (Sigma P 3414) ve 5750 pg
streptomisin (Sigma S 0890) iceren 5 ml besiyerine ekildi. 37°C’de 72 saat inkiibe edildi (18).

I11.2.2. Kromozom Kiriklarinin Saptanmasi
e Kiiltiir ortamina inkiibasyonun 70. saatinde 0,2 pg/ml kolsisin (Sigma C-97) eklendi.
e 72. saatte hiicreler 900 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.

e Siipernatan atildiktan sonra elde edilen pelet lizerine 5 ml hipotonik [ 0,560 mg potasyum
kloriir (Riedel-de Haen 12636) 100 cc steril distile suda ¢oziilerek hazirlandi | ilave edilerek
37°C°de 10 dakika inkiibe edildi.

e Inkiibasyonun sonunda 900 rpm’de 10 dakika santrifiijle elde edilen pelet {izerine 5 ml
soguk, taze hazirlanmis fiksatif (3 birim metanol : 1 birim asetik asit; Riedel-de Haen 24229 :

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

® 900 rpm’de 10 dakika santrifiijden sonra fiksatif uygulamasi beyaz renkli pelet elde edilene
kadar genellikle 3-4 kez tekrarlandi.

e En son santrifiijden sonra 0,5 ml kalana kadar siipernatan atildi.
e Homojenize edilen pelet 1slak, soguk ve temiz lama yayildi.
e Kuruyan lamlar %5’lik Giemsa (Merk 9204) ile boyandi.

e Boyanan preparatlarda her birey i¢in 100 metafaz plagi sayildi. Metafaz plaklarindaki
kromozom kiriklar tespit edildi (18).

e Kromatid kirigi, kromozom kirig1, fragman, delesyon 1; translokasyon, disentrik, ring gibi

degisimler 2 kirik olarak degerlendirildi, “gap”ler sayima alinmadi (19).
I11.2.3. Mikronukleus

e Ayni sekilde hazirlanan kiiltiir ortamina inkiibasyonunun 44. saatinde final konsantrasyonu 6

ng/ml olacak sekilde sitokalasin B (Cyt-B) (Serva 18015) eklendi.
e 72 saat kiiltiiriin sonunda hiicreler 900 rpm’de 10 dakika santrifiigasyonla elde edildi.

e 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 1s1sinda inkiibe edildi.



® 900 rpm’de 10 dakika santrifiijden sonra siipernatan atildi.

e Pelet iizerine 5 ml RPMI 1640 : deiyonize su 1 : 4 + %2 fetal bovin serum eklenerek oda
1s1sinda 5 dakika inkiibe edildi.

® 900 rpm’de 10 dakika santrifiijden sonra pelet kuru lama yayildi.

e Lamlar kuruduktan sonra taze olarak hazirlanmis, soguk fiksatifte (metanol 3 : asetik asit 1

Riedel-de Haen 24229 : Riedel-de Haen 27225) 20 dakika bekletildi.
e | giin sonra preperatlar %4’liikk Giemsa’da (Merk 9204) 8 dakika boyandi.

e Her ornekte 200-1091 arasinda bintikleer hiicre sayilarak mikronukleus degerlendirmesi
yapilmaya ¢alisilmis, ancak orneklerin %8’inde bu sayiya ulasilamamustir. Elde edilen hiicreler

MN sayim kriterlerine gore degerlendirilmistir (20,21).
I11.3. Istatistiksel Analiz

Hasta, tasiyict ve kontrol gruplarn arasindaki yas karsilastirmasi Kruskal-Wallis varyans
analiziyle yapilirken, cinsiyet dagilimi ve sigara kullanma aliskanliklar1 arasindaki farklilik ki-
kare testiyle incelenmistir. MN ve kirik yiizdelerinin bu gruplar arasindaki karsilagtirilmasi
Kruskal-Wallis varyans analiziyle ger¢eklestirilmistir. Kruskal-Wallis varyans analizi
sonucunda ii¢ grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundugunda, hangi grubun
hangisiyle farkli oldugunu belirlemek amaciyla ¢oklu karsilastirma testi kullanilmistir. Hasta
grubunun tedavi Oncesi, tedavinin 1. ve 6. ayinda kirikk ve MN degerleri arasindaki fark
Friedman testi ile incelenirken, kullanilan {i¢ farkli tedavi protokoliiniin kirtk ve MN
degerlerine etkisi yine Friedman testi ile incelenmistir. Ug farkl1 tedavi protokoliiniin kirik ve
MN degerleri acisindan tedavi 6ncesinden 1. aya, tedavi oncesinden 6. aya ve 1. aydan 6. aya
olan degisimi Kruskal-Wallis varyans analizi ile test edilmistir. Coklu test karsilastirmalari i¢in

Bonferroni diizeltmesi uygulanmistir (22).



IV. Analiz ve Bulgular

Bu caligmaya katilan hasta grubunun cinsiyet, yas, sigara kullanma aliskanliklar1 ve aldiklar
tedavi Cizelge IV.1’de gosterilmistir. Hasta grubu 31 erkek (%72), 12 kadin (%28)’dan
olusmakta olup, yas ortalamalar1 39’dur. Hastalarin 11’ine sadece interferon, 16’sia sadece
lamivudin, 12’sine lamivudin + interferon tedavisi baslanmis olup, 4 kisiye heniiz tedavi
baslanmamastir.

Cizelge IV.1. Hasta grubunun cinsiyet, yas, sigara kullanma aligkanliklar1 ve tedavi
protokolleri.

OLGU

NO |[CINSIYET| YAS SIGARA (adet/giin) TEDAVI
1 E 39 1-10/giin LAM + [FN
2 E 54 - LAM + [FN
3 E 58 1-10/giin IFN

4 E 36 - IFN

5 E 48 1-10/giin LAM + [FN
6 E 32 - LAM + IFN
7 E 38 - LAM + IFN
8 E 27 11-20/giin LAM + [FN
9 E 42 11-20/glin LAM

10 E 27 11-20/giin LAM + IFN
11 E 22 - LAM + [FN
12 K 18 - *

13 K 47 - LAM + [FN
14 K 38 - IFN

15 E 37 - LAM + [FN
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/gtin *

22 E 24 - IFN

23 K 32 - IFN

24 K 49 1-10/gitin *

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/glin LAM + IFN
34 E 30 - IFN
35 E 42 - LAM
36 E 64 - LAM
37 E 54 - LAM
38 E 33 11-20/glin LAM
39 K 36 - LAM
40 E 20 - IFN
41 E 40 1-10/gin LAM + IFN
42 E 31 - IFN
43 E 62 - LAM

*: Heniiz tedaviye baglamayanlar

Tastyic1 grubunun cinsiyet, yas ve sigara kullanma aligkanliklar1 Cizelge 1V.2°de gosterilmistir.

Grup 13 erkek (%65), 7 kadindan (%35) olusmakta olup, yas ortalamalar1 37,5’tir.

Cizelge I'V.2. Tastyic1 grubunun cinsiyet, yas ve sigara kullanma aligkanliklari.

SIGARA
isim CINSIYET| YAS (adet/giin)
1T K 48 -
2T K 25 1-10/gln
3T E 46 -
4T K 39 -
5T E 48 11-20/giin
6T E 38 -
7T K 33 -
8T E 32 11-20/giin
oT K 27 -
10T E 47 -
M"T K 24 -
12T E 47 -
13T E 50 -
14T E 25 1-10/glin
15T E 31 11-20/gilin
16T E 42 1-10/glin
17T E 36 1-10/glin
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18T E 38 1-10/giin
19T K 42 -
20T E 31 -

Calismamizda yer alan kontrol grubunun cinsiyet, yas, sigara kullanma aligkanliklar1 ve
hepatit B virusuna kars1 bagisiklik durumlar1 Cizelge 1V.3’te gosterilmistir. Grup 14 erkek
(%70), 6 kadin (%30)’dan olusmakta olup, yas ortalamalar1 34’°tiir. Gruptaki bireyler asili,
dogal bagisik ya da hepatit B “marker”lar1 negatiftir.

Cizelge IV.3. Kontrol grubunun cinsiyet, yas,sigara kullanma aligkanliklar1 ve bagisiklik
durumlari.

SIGARA

isiM CINSIYET| YAS (adet/giin) BAGISIKLIK
1K K 25 - ASILI

2K E 29 - ASILI

3K E 32 - ASILI

4K K 26 1-10/giin )

5K E 27 - ASILI

6K K 41 1-10/giin )

7K E 30 11-20/giin ASILI

8K K 30 - ASILI

9K K 28 - ASILI

10K E 41 11-20/giin )

11K E 32 - ASILI

12K E 28 - ASILI

13K K 28 - )

14K E 40 >1 paketigin | DOGAL BAGISIK
15K E 42 11-20/glin DOGAL BAGISIK
16K E 40 - DOGAL BAGISIK
17K E 41 - ASILI

18K E 40 - ASILI

19K E 39 - ASILI

20K E 41 11-20/giin )

Hasta, tastyici ve kontrol gruplar arasinda Kruskal-Wallis varyans analiziyle yapilan yas
karsilagtirmasinda anlamli bir fark bulunmamistir (p=0,334). Ay sekilde ki-kare testiyle
yapilan {i¢ grup arasindaki cinsiyet dagilimi ve sigara kullanma aligkanliklar1 arasindaki fark
da anlamli bulunmamastir (sirasiyla p=0,849 ve p=0,458). Gruplar arasinda bu ii¢ parametre
acisindan fark yoktur.
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Hasta grubunun tedavi 6ncesi (t0) ile tastyict ve kontrol grubunun kirik ve MN degerlerine
iliskin Kruskal-Wallis testi ile yapilan istatistiksel degerlendirmeler Cizelge IV.4’te

gosterilmistir.

Cizelge 1V.4. Hasta grubunun tedavi oncesi ile, tasiyict ve kontrol grubunun MN ve kirik
istatistiksel degerleri.

MN KIRIK

X +SD Ortanca (en az-en ¢ok) X+SD  Ortanca (en az-en ¢ok)

Kontrol | 4,22+2,77 3,82 (0-10,12) |0,95+1,05 1 (0-3)
Tasyie1 | 5,13+3,97 3,53 (0-14)  [2,542,06 2 (0-7)
Hasta(to) | 4,39+4,47 3(0-17) 2,1+1,95 2 (0-8)

Hasta grubunun tedavi Oncesi ile, tastyict ve kontrol grubunun kirik degerlerinin Kruskal-
Wallis testi ile istastistiksel karsilagtirmas1 Cizelge IV.5’te gosterilmistir. Buna gore kontrol
grubu ile tastyict grubunun (p=0,008) ve kontrol grubu ile hasta grubunun (p=0,019) tedavi
oncesi kirik degerlendirmesi, istatistiksel olarak anlamli farkli bulunurken, tasiyict grubu ile

hasta grubu arasinda anlamli fark bulunamamistir (p=0,466).

Cizelge IV.5. Hasta grubunun tedavi oncesi ile tasiyici ve kontrol grubunun kirik degerlerinin
istatistiksel karsilagtirmasi.

Kontrol-Tasiyici p= 0,008

Kontrol-Hasta (t6) | p= 0,019

Tasiyici-Hasta (t6) | p=0,466

Hasta grubunun tedavi oncesi ile tasiyici ve kontrol grubunun MN degerleri arasinda Kruskal-
Wallis testi ile anlamli fark bulunmamuistir (p=0,572).
Hasta grubunun tedavi protokolleri ile tedavi oncesi, tedavinin 1. ve 6. aylarinda elde edilen

kirik ve MN degerleri Cizelge IV.6’da gosterilmistir.
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Cizelge I'V.6. Hasta grubunun tedavi protokolleri, tedavi dncesi, tedavinin 1. ve 6. aylarindaki

kirik ve MN degerleri.
Olgu No Tedavi Kriter Tedavi Tedavinin 1. | Tedavinin 6.
Protokolii Oncesi Ayl Ayl
1 Kirik (%) 2 w* 3
LAM + IFN MN (%0) 8,24 w% 2
2 Kirik (%) 3 3 1
LAM + IFN MN (%eo) 3,96 25,06 6,28
3 Kirik (%) 2 1 1
IFN MN (%o) 8 2,21 2
4 IEN Kirik (%) 1 2 wk
MN (%o) 5,12 0 i
5 LAM + IEN Kirik (%) 4 0 1
MN (%o) 2,12 4,92 15
6 LAM + IEN Kirik (%) 0 2 0
MN (%o) 2,88 2 3,06
7 LAM + IEN Kirik (%) 2 4 3
MN (%o) 5,97 11,29 2
8 LAM + IEN Kirik (%) 1 *% 2
MN (%o) 0,91 wk 2
9 LAM Kirik (%) 2 w% k%
MN (%o) 4 wk wk
10 LAM + IFN Kirik (%) 0 1 4
MN (%o) 0,98 6 8,2
11 LAM + IEN Kirik (%) 2 5 6
MN (%o) 8 18,51 0
12 . Kirik (%) 3 - -
MN (%o) 0 - -
13 LAM + IEN Kirik (%) 2 0 1
MN (%o) 4,16 3,83 5,63
14 IEN Kirik (%) 8 1 ok
MN (%o) 5,94 21,05 0
15 LAM + IFN Kirik (%) 0 w* 0
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MN (%o) 4,23 w5k 6,29
16 N Kirik (%) wokk ok 1
MN (%o) 7 w5k 2
17 LAM Kirik (%) 0 *k 2
MN (%o) 7,29 w5k 2,06
18 LAM Kirik (%) 4 1 3
MN (%o) 16 2,63 2
19 EN Kirik (%) 4 2 0
MN (%o) 2,69 16 5
20 N Kirik (%) 1 1 0
MN (%o) 6,92 2,99 0
21 \ Kirik (%) 2 - -
MN (%o) 0 - -
22 EN Kirik (%) 1 = *
MN (%) 0 ik wo
[1) %%
23 . Kirik (%) 1 2
MN (%) 0 *k 4
24 \ Kirik (%) 2 - -
MN (%o) 3 - -
25 X Kirik (%) 5 - -
MN (%) 1 - -
26 LAM Kirik (%) 0 8 wo
MN (%o) 3 6,21 ok
27 LAM Kirik (%) 2 2 6
MN (%) 4 6 7
28 LAM Kirik (%) 0 1 3
MN (%) 6 0 4
29 LAM Kirik (%) 1 2 1
MN (%o) 1,81 2,61 0
30 LAM Kirik (%) 6 5 3
MN (%o) 15 6,17 0
31 LAM Kirik (%) 2 1 2
MN (%o) 16,91 8 1,97
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32 LAM Kirik (%) 1 2 4
MN (%) 15,52 0 7
33 Lam e EN | Kk (%) 0 7 1
MN (%) 1 4,95 0
34 EN Kirik (%) Hwx 2 0
MN (%) 1 0 4
35 LAM Kirik (%) Hwx 6 10
MN (%) 4 0 4,22
36 LAM Kirik (%) 3 2 3
MN (%) 3,54 ke 0
37 LAM Kirik (%) 2 5 11
MN (%) 3 0 0
38 LAM Kirik (%) 2 1 *
MN (%) 0 0 wo
39 LAM Kirik (%) 2 4 12
MN (%) 0 16,88 7,75
40 EN Kirik (%) 4 1 2
MN (%) 0 0 0
41 Lam e EN | KNk (%) 0 3 5
MN (%o) 0 0 2
42 N Kirik (%) 0 1 2
MN (%) 2,75 0 ke
43 LAM Kirik (%) 7 5 1
MN (%o) 3 2,74 4,88

*: Henliz tedaviye baglamayan hastalar
*%: 1. ve/veya 6. ayda gelmeyen hastalar

*%%: Test sonuglar yeterli olmayan hastalar

Hasta grubunun tedavi oncesi, tedavinin 1. ve 6. aylarinda kirik ve MN degerleri arasindaki
fark Friedman testi ile incelenmis ve anlamli bir fark bulunmamistir (p=0,669 ve p=0,912).
Kullanilan ti¢ farkli tedavi protokoliiniin kirtk ve MN degerlerine etkisi yine Friedman testi ile
incelenmis ve yine anlamli bir fark bulunmamistir (kirik-lamivudin p=0,377; kirik-interferon

p=0,348; kirik-kombine p=0,452; MN-lamivudin p=0,320; MN-interferon p=0,549; MN-
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kombine p=0,347). Ug farkli tedavi protokoliiniin kirik ve MN degerleri agisindan tedavi
oncesinden 1. aya, tedavi dncesinden 6. aya ve 1. aydan 6.aya olan degisimleri Kruskal-Wallis

varyans analizi ile test edilmistir. Bu test sonucunda da anlamli bir fark bulunmamustir.
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V. Sonuc ve Oneriler

Iki asamali olarak planlanan ¢alismanin birinci asamasindan elde edilen verilere gore:

1. Kronik hepatit B’li hastalar ve tasiyici grubu kontrol grubuyla karsilastirildiginda kirik
oraninda dolayisiyla kromozomal instabilitede artis goriilmiistiir.

2. Kronik hepatit B’li hastalarla tasiyic1 grubunun kirik oranlari benzer bulunmustur. Bu
durum her iki grupta da kromozomal instabilitenin gdstergesi olup, tasiyict grubunun

en az kronik hepatit B’li hastalar kadar dikkate alinmasi1 gerektigine isaret etmektedir.

Ikinci asamadan elde edilen verilere gore ise:

Kronik Hepatit B tedavisinde kullanilan farkli tedavi protokollerinin olasi genotoksik etkisi
MN ve kromozomal kirik yontemleri kullanilarak arastirilmis ve hastalarin tedavi 6ncesi test
sonuclart ile karsilagtirilmistir. Sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildiginde anlamli bir
fark olmadig1 gézlenmistir. Bu sonug uygulanan tedavi protokollerinin konak genomu {izerine

olas1 ilave genotoksik etkisinin olmadigini diistindiirmektedir.
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Ek IIla
BILGILENDIRILMIiS ONAM FORMU

Bu form, katilmaniz Onerilen aragtirma ile ilgili olarak sizi bilgilendirmek amaciyla
diizenlenmistir.

Arastirmamin Adi: Hepatit B Virusunun ve Tedavisinde Kullanilan Anti-viral Ajanlarin
konak DNA’sia Olan Genotoksik Etkileri

Diinyada 350-400 milyon insanin Hepatit B virusu nedeniyle hastalandig1 diisiiniilmektedir.
Yurdumuzda 4 milyon civarinda Hepatit B tasiyicis1 bulunmaktadir. Hepatit B bir DNA
virusudur; kalict enfeksiyonlara neden olabilir. Hepatit B tedavisine yonelik gelistirilen bir
takim ilaglar mevcuttur. Bu ¢alismada hem Hepatit B virusunun hem de tedavi i¢in gelistirilen
interferon, lamivudin ile lamivudin + interferon gibi kombine ila¢ tedavisinin hasta DNA’sina
zararli etkilerinin  olup olmadigi incelenecektir. Calisma yaklasik 80 gonilli ile
yiiriitiilecektir.

Calisma i¢in yaklasik her goniilliiden 1.5ml kan 6rnegi alinarak 6rneklerle mutasyon tarama
testlerinden kromozomal kirik degerlendirmesi ile mikroniikleus ¢aligmas1 yapilacaktir.

Calismanin kigiden tekrar kan alinmasi olasiligi disinda kisiye bir zarar1 ya da yan etkisi
yoktur. Caligma kisiye hi¢bir mali ylik getirmeyecektir.

Calismaya katilmada goniilliiliikk esastir. Kisiler aragtirmaya katilip katilmamakta tamamen
serbesttir. Kisilerin aragtirmaya katilmalar1 bilime katki yapici niteliktedir.

Aragtirmaya katilan kisinin, daha fazla agiklama istediginde arastirmacidan agiklama
yapmasint isteme hakki vardir. Bu arastirmaya katilmak kisiye hi¢bir mali yiik
getirmeyecektir. Caligmaya katilan kisilere ait bilgiler gizli tutulacaktir. Elde edilen materyal
calismaya katilan kisiden izin alinmadan bagka bir amag i¢in kullanilmayacaktir.

BN , bu arastirma ile ilgili yeterli bilgiye sahibim. Arastirma
ile ilgili sorularimi Biyolog Pmar OZKAL’a sorarak agik ve doyurucu yamtlar aldim. Bu
bilgiler 1s181nda ¢alismaya kendi istegimle katiliyorum.

Tarih:.../..../2003 Katilimc1 imzast:
Telefonu:
Arastirmaci Bio. Pmar OZKAL Imza:
Taniklik eden kurum yetkilisi [mza:
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Ek IIIb
ANKET FORMU

- Protokol no :
- Ad-Soyad

- Cinsiyet

- Yas

- Dogum yeri/ Memleket:
- Adres:

- Tel
- Medeni durum :

( )Evli ( )Bekar  ( )Dul

-Ailede hepatitli olgu :

- Sigara kullanima :

( JHi¢ ( )Giinde 1-10 tane ( )Giinde 10-20 tane ( )Giinde 1 paketten fazla
- Alkol kullanim1 :

( )Hig ( ) Her giin ( ) Haftada 1-2 ( )Aydal-2

- Daha 6nceden veya su anda kullanilan ilag(lar) :

- Tedavi veya tan1 amaciyla radyasyona maruziyet : ( )Var  ( )Yok

Varsa: ( )Tedavi amaciyla ( )Tan1 amaciyla
Sayist: Sayist:
Lokalizasyonu: Lokalizasyonu.

( ) Kronik HBV

Varsa : Uygulanan (uygulanacak) tedavi protokolii :
() Tastyict
( ) Kontrol



VII. Ekler

a) Mali Bilanco ve Ac¢iklamalar

Toplam Biitce 4.292.300.000 TL.

ilIk Alimla Harcanan Miktar | 2.029.600.000 TL.

Ek Alimla Harcanan Miktar 919.220.000 TL.

Kalan 1.343.480.000 TL.

Ilk alimla projede oOnceden belirtilmis olan 400 ve 600 kodlu birimlerin alim
gerceklestirilmistir. Ancak daha sonra ek bir alima ihtiya¢ duyulmustur. Ciinkii, 6zellikle
tedavi siireci ile ilgili olarak; proje kapsamina alinan her olgunun 2. ve 3. kontroliine gelmesi
gerekmektedir. Ancak bu her zaman gerceklesmediginden projede belirtilen hasta sayisina
ulagabilmek i¢in, belirtilenden daha ¢ok olgunun g¢alisma kapsamina alinmasi gerekmistir.
Ayrica hastalarin bir kisminin tedavi protokolleri degistirildiginden ya da tedavileri
kesildiginden arastirma kapsamindan ¢ikartilmis ve yerlerine yeniden hasta kabul etme
zorunlulugu ortaya ¢ikmistir. Bunlarin yani sira klinik ¢alismalar dogrultusunda baslangicta
planlanan 2 tedavi protokolii yerine 3 tedavi protokoliinii alacak hastalar ¢alismaya dahil
edilmistir. Biitlin bu gereksinimler dogrultusunda ek bir istemle malzeme alimi

gerceklestirilmistir.



b) Makine ve Techizatin Konumu ve ilerideki Kullanimina Dair Aciklamalar
Makine ve techizat olarak su banyosu almmustir. A.U.T.F. Tibbi Genetik Anabilimdali’nda
hiicre kiiltiirleri ile ilgili ¢aligmalarda kullanilmaktadir. Demirbas No: 60187



¢) Teknik Bilimsel Ayrintilar

Kesim III’de yer almayan analiz ayrintis1 bulunmamaktadir.



