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Hepatit B hastali§1 diinyada 6nemli bir saglik sorunu olup, tedavisi i¢in giiniimiizde
FDA onay1 almis pek ¢ok niikleozid anologu ila¢g kullanilmaktadir. Calismamizda
kullandigimiz entekavir de bunlardan biri olup, genotoksisitesi ile ilgili pek fazla
calisma bulunmamaktadir. Calismamizda entekavirin genotoksik etkisini belirlemek
amaciyla, insan periferal lenfosit hiicreleri in vitro kiiltiir ortaminda entekavirin ti¢ farkli
konsantrasyonu (1,66 pg/ml, 3,33 pg/ml ve 6,66 pg/ml) ile 24 ve 48 saat muamele
edilmistir. Calismamizda, 6,66 pg/ml konsantrasyonundaki entekavirin 48 saatlik
uygulamalarinda yapisal kromozomal anomali ile kromozom anormalligi tagiyan hiicre
sayisinin arttigi ve istatistiksel olarak degerlendirildiginde artisin 6nemli oldugu
saptanmustir. Ayrica, mitotik indeksin (M) 24 ve 48 saatlik uygulamalarinda diistiigii ve
bu disiisiin 24 saatlik uygulamalarda daha fazla oldugu belirlenmistir. Bunun yani1 sira
entekavirin mikroniikleus olusumu {izerine kontrolden farkli bir etki gostermedigi de
saptanmistir. Ayrica, entekavirin sadece 24 saatlik uygulamasmin Niiklear Boliinme
Indeksi (NBI)’ini anlamli olarak diisiirdiigii belirlenmistir. Sonu¢ olarak, entekavirin
yilksek dozda uzun siire kullaniminin genotoksisiteye yol actigi ve entekavirin
uygulanan ilk 24 saatte sitotoksik etki gosterdigi ve de hiicrelerin daha sonraki siiregte
mitotik aktiviteyi tekrardan kazanarak bolinmeye devam ettikleri goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Entekavir, Genotoksisite, Kromozom anormallikleri,
Mikroniikleus, Niiklear boliinme indeksi
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Hepatitis B is a major health problem around the world, and for treatment of this disease
many nucleoside anologue drugs received FDA approval are currently used. Entecavir,
used in our study, is one of these drugs and there isn’t any studies about it’s
genotoxicity in the literature. In the present study, human peripheral lymphocytes were
treated with three different concentrations (1.66 ug/ml, 3.33 pg/ml and 6.66 pg/ml) for
24 and 48 hours in vitro to determine the genotoxic effect of entecavir. In the present
study, the number of structural chromosomal anomalies and cells with chromosomal
anomalies increased in 6,66 pg/ml entecavir concentration for 48 hours treatment period
and it was found statistically significant. Also, the mitotic index (MI) decreased in 24
and 48 h treatments and this drop was found higher in 24 h treatments. Besides, it was
determined that the effect of entecavir on micronucleus formation was not different
from control. Also, entecavir decreased the Nuclear Division Index (NDI) in only 24 h
treatment periods significantly. In conclusion, it was seen that the prolonged use of
large doses of entecavir lead to genotoxicity and entecavir treated in the first 24 h lead
to cytotoxicity, and then cells gained mitotic activity again and continued to divide.

Key Words: Entecavir, Genotoxicity, Choromosomal anomalies, Micronucleus,
Nuclear division index
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1. GIRIS

Hepatit B hastalig1 diinyada 6nemli bir saglik problemi olup, hastaliga neden
olan hepatit B virusu (HBV) dogrudan hiicre hasar1 olugturmayan ¢ift sarmalli bir DNA
virusudur. HBV ve Hepatit C virusu (HCV), iilkemizde ve diinyada kronik karaciger
hastalig1 ve hepatoseliiler karsinomanm (HSK) en sik sebeplerindendir. Yaklagik 2
milyar kisi HBV ile karsilasmis olup, bunlarin yaklasik 400 milyonunda kronik
tastyicilik belirlenmistir. HBV ile infekte olan kisilerin %15-40’1nda siroz, karaciger
yetmezligi, HSK gibi ciddi hepatik komplikasyonlar gelisebilmektedir (Lavanchy 2004,
Saltoglu 2005). Kronik hepatit C (KHC) ise yaklasik 170 milyon kiside bulunmakta ve
kronik HBV enfeksiyonu gibi siroz ve HSK’ya sebep olmaktadir (Lavanchy 2004,
WHO 2004, Saltoglu 2005). Asi ile korunabilen bir hastalik olmasma ragmen diinyada
2 milyar insan HBV ile infektedir. Yaygin immiinizasyon, kan {iriinlerinin test edilmesi,
giivenli cinsel iligki 6nerilerinin hepatit B infeksiyonunu 6nemli derecede azaltmasina
ragmen infekte bireylerin yiiksek orani hepatit B’nin daima ciddi bir sorun olarak
kalmasia neden olmaktadir (Lee 1997, Maddrey 2000, Saltoglu 2005). Ayrica, kronik
hepatit B (KHB) diinyada 6nde gelen 6liim nedenleri arasinda yer almaktadir (Lee 1997,
Maddrey 2000, Saltoglu 2005). Her yil yaklasik 250.000 kisi HBV ile iligkili karaciger
hastaliklarindan dolay1 dlmektedir (Maynard 1990, Saltoglu 2005). Ulkemizde ise KHB
sonucu her yil yaklasik 10.000-15.000 kisinin siroz ve komplikasyonlarindan, 5000
kisinin de HSK nedeniyle kaybedildigi tahmin edilmektedir. KHB ve KHC tedavilerinin
de ¢ok pahali ve etkinliklerinin arzu edilen diizeylerde olmamasi nedeni ile ¢ok 6nemli
bir saglik sorunu ile kars1 karsiya oldugumuz aciktwr. Her ne kadar etkin asilamayla
onlimiizdeki on yilda hastaligin tehlikesi azalacaksa da milyonlarca kisinin etkin
tedavilerinin yapilmasi gerekmektedir. KHB tedavisinde simdiye kadar pek ¢ok sayida
anti-viral ve immiinomodiilatér ila¢ kullanilmis, fakat ya etkisiz ya da ¢ok toksik

bulunduklarindan kullanimi durdurulmustur (Regenstein 1994, Mistik ve Balik 2001).

KHB’nin tedavi segenekleri interferonlar (o-IFN, B-IFN, y-IFN), niikleozid

analoglar1 (lamivudin, adefovir dipivoksil, tenofovir, telbivudin, entekavir, vb.),



immiinomodiilator ilaglar (kortikosteroidler, thymosin-a, levamisole, koloni stimiile
edici faktorler, interlokinler), molekiiler biyolojik yontemler (DNA asilari, antisens
oligoniikleotidler, ribozimler, DNazlar, dominant negatif mutantlar) ve ilaglarin
karacigeri hedeflemesi ile yapilan tedavilerdir. Bugiin icin KHB’nin interferon disi
tedavisi denildiginde akla gelen tek segenek niikleozid analoglaridir (Akarca 2002).
Bunlar arasinda, son yillarda diinyada ve hatta iilkemizde KHB tedavisinde yaygin

olarak kullanilan niikleozid anologlarmdan biri de entekavirdir (Anonim 2011).

HBYV, uzun kulugka siireli hepatit, serum hepatiti, MS-2 hepatiti ve viral hepatit
B diye isimlendirilen infeksiyon hastaligmin etkenidir. Viral hepatit ilk olarak milattan
once 5. yiizyilda tanimlanmis, Hippocrates tarafindan epidemik (infeksiyoz) sarilik
olarak isimlendirilmis ve tarih boyunca 6zellikle savaslar esnasinda ¢ok fazla infeksiyoz

salgmi gortilmiistiir (Mahoney 1999).

HBV, Blumberg vd. (1965) tarafindan “Avustralya Antijeni” diye adlandirilan
bir serum proteini olarak ilk kez rapor edilmistir (Blumberg ve vd. 1965, Blumberg ve
vd. 1967). Ilerleyen zamanlarda ise yapilan diger calismalarda Avustralya Antijeni’nin
bir HBV serum belirteci oldugunu ve hastalarda uzun siireli seyreden klinik bulgulara
neden oldugu gosterilmistir (Prince 1968, Gocke ve vd. 1969). 1970 yilinda ise HBV ile
infekte olmus hastadan alman serum Orneklerinin elektron mikroskobu goriintiilerinin
tiimii belirlenerek, saptanan partikiiller, “Dane Partikiilleri” ismini almistir. Kirkiki (42)
nm biiyilikliigiindeki dane partikiillerinin yan1 sira 22 nm’lik sferik ve 22 x 100-200 nm
biiyiikliglinde flamentdz partikiilleri de elektron mikroskobunda tanimlanmistir (Dane
ve vd. 1970) (Sekil 1.1). WHO tarafindan 1973 yilinda Avustralya Antijeni’nin ismi
Hepatit B yiizey antijeni (HBsAg) olarak degistirilmistir. Bunu takip eden yillarda
yapilan ¢esitli calismalarla virusun genomik yapis1 ve proteinleri belirlenmistir. Ayni1 yil
icerisinde HBsAg pozitif bir hasta serumundan elde edilen dane partikiillerinde DNA
polimeraz aktivitesi de kesfedilmistir (Kaplan ve vd. 1973).



Sekil 1.1. HBV partikiillerinin elektron mikroskobu goriintiisii

HBV, Hepadnaviridae virus familyasinda yer almakla birlikte familyanin diger
iiyelerinden farkl olarak, yalnizca insan ve sempanzelerin karacigerlerinde enfeksiyon
meydana getirmektedir. Ancak, genom organizasyonu, doku tropizmi ve replikasyon
stratejisi agisindan familyanin prototip 6zelliklerini bulundurmaktadir (Ustagelebi ve

Ergiinay 2007).

1.1. HBV GENOMU

HBYV, genomu yaklasik 3200 niikleotidden meydana gelen ve ¢ok kii¢iik olan
zarfli bir DNA virusudur. Virusun DNA’s1 ikozahedral bir kapsid igerisinde yer almakta
olup, bir kismi ¢ift bir kismu tek iplik¢ikli (% 70 c¢ift, % 30 tek iplik¢ikli) kiiclik
cembersel bir yapidadir. Ipliklerden uzun olan (- iplik) iist iiste binmis genlerden
meydana gelmis olup yapisal proteinleri [pre-S, yiizey (HBsAg ya da S), kor] ve
replikatif proteinleri (polimeraz, X) kodlamaktadir. Kisa olan ipligin boyu ise 1700-
2800 niikleotid arasinda olmakla beraber her virusta degiskenlik gostermektedir (Ganem
1991). HBV viral genomunun disinda 3 farkli ylizey antijenini tastyan lipid yapili ve

HBV dezenfektan islemlerine karsi yliksek oranda direng gosteren bir zarf



bulunmaktadir. HBV, zarfl1 bir virus olmasindan dolay1 diisiik pH, eter, 1s1, dondurma
ve ¢ozmeye karst yliksek oranda direng gostermektedir. Bu etkenlere karsi yiiksek
direngli olusu sayesinde bulasiciligindaki etkinligi de saglanmis olur (Chieochansin ve

vd. 2006, Ustacelebi ve Ergiinay 2007).

HBV, bir DNA virusu olmasmma ragmen “revers transkriptaz” enzimi
kodlamaktadir. Revers transkriptaz enzimi sayesinde infekte ettigi hiicrede
replikasyonunu  gergeklestirir. Viral DNA, infekte hiicre niikleusunda bir

minikromozom halinde bulunur.

HBYV genomu dort acik okuma gergevesi (P, C, X, S) meydana getirecek sekilde
organize olmustur. Bunlar lizerinden replike olarak infekte oldugu hiicrede varligini
stirdiirmektedir. Olusturmus oldugu bu okuma ¢ergevelerinden en biiyiigii olan P, viral
polimerazi kodlamaktadir. Zarf yapilarina ait bolge de P okuma cergevesi icerisinde yer
almaktadir. Cekirdek [6zyap1 (C;core)] ve X acik okuma cergeveleri ise zarfi meydana
getiren kisim ile bazi bdlgelerde iist iiste binmis olarak yer almaktadir. cccDNA yapis1
tiim viral transkriptler i¢in birer kaynak olusturmaktadir. HBV’ye ait 3.5, 2.4, 2.1 ve 0.7
kb’lik mRNA’larin ekspresyonu, cccDNA kalip olarak alinip sirasiyla enhancer II /
bazal kor, major yiizey antijeni (L), kiigiik yiizey antijeni (S) ve enhancer | / X geni
promotorleri araciligiyla kontrol edilmektedir (Gish ve Locarnini 2007, Ustagelebi ve
Ergiinay 2007). Sekil 1.2°de HBV genomunun organizasyonu ve sentezlenen RNA’lar

gosterilmistir.
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Sekil 1.2. HBV genom organizasyonu ve sentezlenen RNA’lar (Gish ve Locarnini
2007)

Genomda P ve C ile sembolize edilen polimeraz ve viral ¢ekirdek gen iiriinleri,
sirastyla viral DNA replikasyonunda ve viral kapsid proteinlerinden niikleokapsid
olusumunda gorev almaktadir. Polimerazin amino terminali, pre-genomik RNA’larin
paketlenmesi ve DNA sentezi i¢in hazirlayic1 gorevini listlenmis olup terminal protein
adin1 almaktadir. Karboksi terminali ise “revers transkriptaz” ve RNaz H aktivitesinden
sorumludur. Diger hepadnavirus polimerazlar gibi HBV polimerazi da enzimatik
aktiviteleri i¢in bulundugu hiicrenin bazi hiicresel faktorlerini kullanir. Pre-kor/kor
bblgesinden sentezlenen protein iriiniiniin pargalanmasi ile olusan HBeAg’nin ilk
boliimii, tiim molekiilin endoplazmik retikuluma salgilanmasinda gorev almaktadir.
Golgi aygitinda bu molekiiliin karboksi terminalinden 29 aminoasitin ayrilmasi ile
HBeAg olgunlagsmakta ve kana salinmaktadir. HBx proteini ise bazi 6zel indirek etkiler
ile viral ve bazi hiicresel genlerin transkripsiyonunu arttirabilme 6zelligi tasimaktadir

(Ustagelebi ve Ergilinay 2007).



1.2. HBV’NIN REPLIKASYON DONGUSU

HBYV, karacigerde ¢cogalma 6zelliginde olan bir virustur. Ancak insan karaciger
hiicrelerine tutunma ve girisi i¢cin kullandig1 yiizey proteinleri heniiz tam olarak
bilinmemektedir. Bunun yani sira biiyiikk hepatit B ylizey antijeninin (LHBs) amino
terminalinde yer alan pre-S1 bolgesinin hedef hiicreye tutunmada énemli géreve sahip
epitoplar1 icerdigi saptanmustir. Ayrica HBV zarf proteinlerini baglayan cesitli hiicresel
baglanma proteinleri de tespit edilmistir. Viral alt tiplere gore 109 ya da 120 aminoasit
biiytikliiglinde olan pre-S1 bdlgesinde tutunma aktivitesinden sorumlu kisim 21- 47.
aminoasitler olarak tanimlanmis, tutunma icin bu boélgenin bulunmasmin yeterli ve
elzem oldugu goriilmiistiir. Zaman igerisinde yapilan mutajenite ¢alismalarinda LHBs
antijeninde bu epitop igerisinde yer alarak hiicreye tutunmada etkin rol oynayan
QLDPAF dizisi tanimlanmistir. Bu dizi bagka bircok virus, bakteri ve
mikroorganizmanin yapisinda olup HBV’deki gibi virusun hiicreye tutunmasinda gorev
almaktadir. HBV’nin doku-organ 6zgiilliigiiniin belirlenmesinde ise geri kalan pre-S1
kisimlarmi etkin rol aldig1 belirtilmistir. Pre-S1’e benzer bir epitopun X proteininde de
bulunmasi ve bu bolgenin de benzer sekilde QLDPAR dizisi igermesi, X proteininin de
tutunmada gorev aldigmmi akla getirmektedir. Ancak in vitro galismalarda virusun
karaciger hepatositlerine tutunmasinda tiim yiizey proteinlerinin ayni oranda aktivite
gosterdigi de goriilmiistiir. Hepatositlere tutunma gerceklestikten sonra virus zarfi ve
hiicre membran1 arasinda fiizyon meydana gelmekte ve niikleokapsid sitoplazmaya
salmmaktadir. Enzimatik aracilarla kapsidin sitoplazmada pargalanmasinin ardindan
viral genomik DNA ve polimeraz ¢ekirdege tasinmaktadir (Torresi ve Locarnini 2000,
Ustagelebi ve Ergiinay 2007).

HBV virionlari, biri daha baskin olan negatif iplik, digeri ise kismen
tamamlanmis olan pozitif iplikli ¢embersel DNA genomuna sahiptir. Ayrica, virus
icerisinde hazirlik mekanizmasinda kendi kendine olusmus az miktarda lineer DNA da
bulunabilir. Replikasyon dongiisiiniin baglamasi ile her 2 form DNA cccDNA’ya

dontistiiriiliir. Genom replikasyonunun ilk ve en dnemli basamagi burasidir. Karaciger



hepatositlerinde gergeklesen bu olay, virusun hepatosite inokiilasyonundan sonraki ilk
24 saatte meydana gelmektedir. Negatif DNA ipligine kovalent olarak baglanan revers
transkriptaz yerinden ayrilarak pozitif iplikcik tamamlanmakta, daha sonra pozitif ve
negatif zincirlerin ligasyon reaksiyonu ile birbirine baglanmasiyla cccDNA
olusmaktadir. Bu agamalarda hiicresel DNA tamir enzimleri ile viral revers transkriptaz
enziminin birlikte rol aldigina, ayrica virus 6zyapisinin ¢ekirdege tasinmasinda, 6zyap1
(kor) ve revers transkriptaz proteinlerinin rol aldigma dair veriler bulunmaktadir.
cccDNA, HBV’nin hepatositlerde kalmasinda etkili olan bir molekiildiir. Antiviral
tedavi sonrasinda izlenen viral reaktivasyonlarindan cccDNA sorumludur. cccDNA
olusumu, niiklear membrandan viral DNA’nin ¢ekirdege tasinmasi sonrasinda virusa ait
transkriptazlar ve hiicresel RNA polimerazlar tarafindan baslatilmaktadir. Viral
RNA’lar olan 3,5 kb’lik RNA’dan niikleokapsid proteini ya da HBcAg, HBe antijeni ve
viral polimeraz; 2,4 ve 2,1 kb’lik RNA’dan zarf proteinleri; 0,7 kb’lik RNA’dan da X
proteini sentezlenir. Bu basamakta hiicresel transkripsiyon faktorleri de rol almaktadir.
3,5 kb’lik RNA, ek olarak viral genomik DNA i¢in kalip olan pre-genomik RNA olarak
da replikasyonda gorev almaktadir (Torresi ve Locarnini 2000, Ustagelebi ve Ergiinay
2007).

Viral genomik DNA’nin sentezi i¢in revers transkriptaz, pre-genomik RNA’nin
5’ ucuna baglanmakta, sonra bu kompleks niikleokapsid icerisine paketlenmektedir;
boylelikle niikleokapsid igerisinde revers transkripsiyon ve viral DNA’nin sentezi
baslamaktadir. Burada DNA sentezini baslatan viral revers transkriptazdir. Negatif
iplikli DNA’nin olusmasinin ardindan revers transkriptaz enzimi RNaz H aktivitesi ile
pre-genomik RNA’y1 parcalamakta ve pozitif ipligin sentezine basglamaktadir. Kismi ¢ift
iplikli DNA molekiilii olustuktan sonra niikleokapsid partikiilleri, endoplazmik
retikulum igerisinde tomurcuklanarak zarf yapilarm1 kazanmalarmi saglayacak
olgunlagsma siirecine girmektedirler. Olusan niikleokapsidlerin bir kismu hiicre
cekirdegine geri donerek cccDNA kopya havuzunu arttirmakta rol alabilmektedir

(Torresi ve Locarnini 2000, Ustagelebi ve Ergilinay 2007).

Ozyap1 (kor) proteinlerinin LHBsAg amino terminali kismina baglanmalar:

partikiillerin endoplazmik retikulumdan tomurcuklanmasina neden olmaktadir. Her ii¢



zarf proteinini de bulunduran viruslar endoplazmik retikulumdan golgi kompleksine
taginmaktadirlar. Bu asamada zarf proteinlerinin glikozilasyonu tamamlanmakta ve

olgun virus kan dolasimina salinmaktadir (Ustagelebi ve Ergiinay 2007) (Sekil 1.3).
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Sekil 1.3. HBV replikasyon dongiisii (Mandell, Bennet & Dolin: Principles and Practice
of Infectious Disease, 6" ed., 2009)

1.3. HBV’NIN SIKLIGI

KHB virus infeksiyonu 6zellikle Asya’da dnemli bir halk sagligi problemidir.
Clinkii diinyada KHB virus tagiyicilarinm yaklasik dortte li¢li Asya kokenlidir (Maynard
1990). Bunun yani sira Afrika gibi HBV’nin endemik oldugu iilkelerde KHB virus
infeksiyonunu tastyanlarm oran1 % 8-25; Akdeniz bolgesinde % 3-5; bat1 yarimkiiredeki
yerli halkta, Kanada ve Kuzey Amerika’da ise % 0,5’den daha azdir (McMahon 2005)



(Sekil 1.4). Tiirk Kizilay’1 kan vericilerinde HBV tastyan hastalarin oraninin 1989-2004
yillar1 arasinda ortalama % 4,19 oldugunu bildirmistir (Giirol ve vd. 2006). Daha
sonralar1 ise bu oranin giderek azaldigi ve 2004’de % 2,1’e diistiigii rapor edilmistir
(Giirol ve vd. 2006). Gazi Universitesi, T1p Fakiiltesi, Kan Bankasi’na 1996-2010 yillar1
arasinda basvuran kan vericilerinden HBV tasiyan hastalarin orani ise % 1,07 olarak
saptanmustir. 1996-2010 yillar1 boyunca HBV sikliginin azalan bir seyir gosterdigi rapor
edilmistir. (Dilsiz ve vd. 2012). Hastalarda HBV enfeksiyonunun kendini
smirlamasinda 6zellikle CD4" ve CD8" T hiicrelerinin cevabi 6nem arz etmektedir

(Stoop ve vd. 2007).
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Sekil 1.4. HBV’nin diinya tizerindeki goriilme siklig1 (Centers for Disease Control and
Prevention, 2008)

Ulkemiz HBV sikhigi bakimindan orta endemik grupta yer almaktadir.
Ulkemizde bdlgelere gore HBs Ag pozitifligi % 5-12 arasinda degisirken, HBV ile



kargilasma oranmi ise yaklasik % 30 civarindadir. Anti-HCV pozitifligi ise % 1
civarindadir. Bu oranlar hemato-onkolojik malignitesi olanlarda oldukca yiiksektir.
Epidemiyolojik ¢aligmalarin sonuglarina gére HBV ve HCV benzer yol ile insanlari
infekte etmektedir. Immiinizasyon ile HBV enfeksiyonunun bulagmas: énlenebilirken,
HCV enfeksiyonunu Onleme i¢in immiinizasyon c¢alismalar1 heniiz olumlu ydnde

sonuclandirilamamustir (Idilman 2008).

Ayrica HBV’nin erkeklerde kadmlardan daha sik gorildigi yapilan
calismalarda gosterilmistir (TURKHEP 2010).

Ulkemizde HBV tastyicilik oram bolgelerimize gore farklilik gdstermektedir.
Ozellikle bat1 bdlgelerimizde HBV goriilme sikligi i¢c kesimlere ve dogu bdlgesine
kiyasla oldukc¢a diisiik seviyelerde seyretmektedir. Bunun nedenleri arasinda dogu
kesimlerinde egitim seviyesinin diisiik olmasi, buna bagl olarak HBV hakkinda
yeterince bilgiye sahip olamama ve bilinglendirilememis bu kesmin HBV’den nasil

korunacagmi bilmemeleri yer almaktadir (TURKHEP 2010) (Sekil 1.5).

6.0% Bk
10.3% 1.6% 1.3%

4.9 4.5%
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Sekil 1.5. Ulkemizdeki HBV tastyicilik oranlarmin bdlgesel dagilimi [Tiirk Karaciger
Arastirmalar1 Dernegi, Ulusal Hepatit Siklig1 Calismas1 (TURKHEP 2010)]
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1.4. HBV’DE RiSK GRUBU

HIV ve frengi gibi cinsel yolla bulasan bir hastaligi olanlar, HBV’li hastalarin
catal, kasik, bicak ve benzeri esyalarini paylasanlar, aile bireylerinde HBV tasiyicisi
olanlar, damar yoluyla ila¢ kullananlar, saglik ¢alisanlar1 (doktorlar, hemsireler, disgiler,
kan ve kan iriinleri ile ugragan laboratuvar ve kan merkezi personeli), uzun siire HBV
tastyicisi olan bir insanla ¢esitli sebeplerden dolay1 ayni oday1 paylasma (hastane odasi,
yatakhane, hapishane, vb.), escinseller ve biseksiieller, temiz ve hijyenik olmayan
yerlerde dovme veya piercing yaptiranlar ve buralarda ¢alisanlar, hijyenik sartlari iyi
olmayan kuafor/berberleri tercih edenler HBV agisindan risk grubu igerisinde
bulunmaktadir. HBV agisindan yiiksek riskli iilkelerde (Cin, Afrika, Asya kitasinin
merkezi ve kuzey dogusu, Ortadogu, Dogu Avrupa) uzun siire (6 aydan fazla) kalanlar
da HBV sikliginin yiiksek olmasi nedeniyle kalma siiresine paralel olarak virusla
karsilagma ve virusun bulagma olasilig1 da artmaktadir. Annenin HBV ile infekte olmasi
yeni dogan bir ¢cocuk i¢in risk faktoriidiir. Ancak ¢ocuk dogar dogmaz hepatit B asis1 ve
hepatit B koruyucu immiinoglobin (koruyucu serum) yapilirsa hastalia yakalanmaz.
Ayrica, siirekli kan alan veya kanmin temizlenmesi gereken hemofili veya diyaliz
hastalar1 da HBV agisindan yiiksek risk tagimaktadirlar (Mast ve vd. 2006, Lok ve
McMahon 2007, Anonim 2011, http//www.hepatit.org 2012).

1.5. HEPATIT HASTALIGININ BELIiRTILERIi

HBV ile karsilasmis yenidogan bebeklerde HBV ile ilgili belirgin herhangi bir
belirti yokken, yasi ilerlemis olan kisilerde belirgin bulgulara rastlanmaktadir. Bu
bulgular arasinda; tiim viicutta asir1 halsizlik, hafif derecede ates, bas agrisi, istah kayba,
bulanti, kusma, karaciger bdlgesinin iizerinde agr1 ve hassasiyet yer almaktadir.
Bilindigi gibi virusun toksik etkiye neden olan tiriinleri karacigerde birikmektedir. Bu
nedenle karacigerdeki agrilar zamanla artar ve viicuttaki herhangi bir sarsint1 ya da

egilip kalkma ile yogun olarak hissedilir. Kabizlik veya ishal, kas ve eklemlerde yaygin
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agr1, deride kizariklik da HBV’nin goriilen belirtileri arasindadir. Bu belirtilerin ¢ogu
gribal enfeksiyon belirtileri gibi goriilmektedir. Ancak aywrt edici olan belirti
karacigerdeki agr1 ve hassasiyettir. Bu nedenle bu belirti hastaligin teshisi agisindan
onem arz etmektedir (Kantargeken 2009, Soyuer 2009, Anonim 2011,
http://www.hepatit.org 2012).

1.6. HBV’NIN NEDEN OLDUGU HASTALIKLAR

HBV, siroza (yaygm ve ilerleyici karaciger iltihabi), karaciger kanserine,
karaciger yetmezligine, fulminan hepatite ve hepatit D hastalifina neden olmaktadir
(Kantargeken 2009, Lavanchy 2004, Saltoglu 2005, Soyuer 2009, Anonim 2011,
http//www.hepatit.org 2012).

1.7. HBV’DE TEDAVi YOLLARI

KHB’nin tedavi segenekleri interferonlar (a-IFN, B-IFN, y-IFN), niikleozid
analoglar1 (lamivudin, adefovir dipivoksil, tenofovir, telbivudin, entekavir, vb.),
immiinomodiilator ilaglar (kortikosteroidler, thymosin-a, levamisole, koloni stimiile
edici faktorler, interlokinler), molekiiler biyolojik yontemler (DNA asilari, antisens
oligoniikleotidler, ribozimler, DNazlar, dominat negatif mutantlar) ve ilaglarin
karacigeri hedeflemesi ile yapilan tedavilerdir. Bugiin i¢in KHB’nin interferon disi
tedavisi denildiginde akla gelen tek secenek niikleozid analoglaridir (Akarca 2002,
Balik ve Yiiksel 2009). Bunlar arasinda KHB tedavisinde onaylanan ve diinyada yaygin
uygulama bulanlardan biri de Entekavir’dir. In vitro ¢aligmalarda entekavirin, lamivudin

ve adefovire oranla daha gii¢lii bir antiviral oldugu gosterilmistir (Colonno ve vd.

2007).
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Niikleozid analoglari, niikleozidlerle yapisal benzerlik gosteren ve DNA sentezini

bozan molekiillerdir. Niikleozid analoglarinin olas1 etki mekanizmalar1 sunlardir:

e  DNA polimerazin niikleozid baglanma bolgesine baglanip fonksiyonunu inhibe
edebilirler.

. DNA yapisina girip fonksiyon disit DNA yapabilirler.

. Niikleozidlerle rekabete girebilirler.

o DNA sentezine girip sentezi bloke edebilirler.

. DNA polimerazin diger enzimatik bdlgelerinin fonksiyonunu bozabilirler (Akarca

2002, Torresi ve Locarnini 2000).

Niikleozid analoglar1 ile yapilan genotoksisite c¢aligmalarinda, c¢alisilan tiim
niikleozid analoglarinin mutajenik ve genotoksik olduklari, hatta bazi niikleozid
analoglarinin kanserojenik olduklar1 saptanmistir (Cassiman ve vd. 1981, Clive ve vd.
1983, Phillips ve vd. 1991, Gonzalez ve Larripa 1994, Haynes ve vd. 1996, Rao ve vd.
1996, Agarwal ve Olivero 1997, Thust ve vd. 2000b).

Niikleozid analoglarinin antiviral tedavi amag¢lh kullanilmasinda hastaya faydalari
kadar risklerinin de iyice hesaplanmasi gerekmektedir. Ciinkii niikleozid analoglari
niikleus DNA’s1 ve mitokondriyal DNA ile reaksiyona girerek kalici tahribatlara neden
olabilmektedir (Olivero ve vd. 1999, Meng ve vd. 2007). Bu tamir edilemeyen DNA
hasarlar1 nokta mutasyonlarina ve biiyiik DNA parcas1 delesyonlarina sebep

olabilmektedir (Olivero 2007).
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1.7.1. HBV TEDAVISINDE KULLANILAN iLACLAR
1.7.1.1. interferon-a (IFN-a)

Rekombinant veya lenfoblastoid interferon (IFN), KHC tedavisinde etkili oldugu
kabul edilen ve en yaygin olarak kullanilan ilk ilagtir. Interferon-a (IFN- o), viral
infeksiyonlara yanit olarak organizma tarafindan iiretilen ve dogal antiviral etkisi olan
bir proteindir. Giiniimiizde rekombinant formlar1 (IFN-a-2a, a-2b, konsensus IFN)
tiretilmis olup KHC tedavisinde kullanilmaktadir (Poynard ve vd. 1996, Hoofnagle
1997, Ahmed ve Keeffe 1999) (Sekil 1.6). Giinlimiizde standart IFN’nin yerini hem
daha etkili olmas1 hem de daha kolay uygulanabilir olmas1 nedeniyle hizla peglFN

almigtir.
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Sekil 1.6. Interferon-o-2a

1.7.1.2. Pegile interferon-a

KHB tedavisinde pegile IFN’ler, hem daha etkili olmast hem de uygulama
kolaylig1 nedeniyle standart IFN’lerin yerini almistir. Tolerans ve yan etkiler standart
IFN ile aynidir. HBeAg pozitif hastalarda 6 ay, negatif hastalarda ise 12 ay olan standart
kullanma siiresi, antiviral tedavilere gore bir avantajdir (Fontana ve vd. 2002, Lok ve

McMahon 2007).
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Direkt antiviral etkinligin yanisra immun sistem iizerine de etkili olmasi
nedeniyle, antiviral tedavilere gore daha yiikksek oranda HBeAg kaybi ve
serokonversiyonu ile HBsAg kaybi s6z konusudur. Diren¢ gelisiminin de olmamasi
onemlidir. Ancak antiviral tedavilere gore HBV-DNA’y1 daha diisiik oranda baskila-
masi, subkutan enjeksiyon sikintisinin yaninda IFN kullanimma baglh olusan yan etkiler
bu tedavinin en 6nemli dezavantajlaridir (Fontana ve vd. 2002, Lok ve McMahon

2007).

Oral antivirallerle karsilastirildiginda pegile interferon tedavilerinin daha yiiksek
oranda HBsAg ve HBeAg kaybi sagladigi, ancak HBV-DNA’nin saptanamaz diizeye
diismesinden dolay1 oral antivirallerin KHB tedavisinde daha etkili oldugu goriilmek-

tedir (Lok ve McMahon 2007).

1.7.1.3. Lamivudin

Lamivudin, 1998 yilinda FDA tarafindan onay verilmis ilk sentetik L-niikleozid
analogudur (Sekil 1.7). Bir siklik niikleozid analogu olan lamivudin, intraseliiler
hepatosit kinazlar tarafindan fosforile edilerek aktif metaboliti olan trifosfata doniisiir.
Aktif trifosfatin uzayan zincire inkorporasyonu prematiir zincir sonlanmasina sebep

olmakta ve boylelikle viral replikasyon baskilanmaktadir.

Lamivudinin HBeAg’i pozitif ve negatif KHB virus infeksiyonlarinda,
kompanze ya da dekompanze sirozlu hastalarda ve c¢ocuklardaki KHB virus
infeksiyonlarinin tedavisinde etkili oldugu gosterilmistir (Liaw ve vd. 2004, Kobayashi
ve vd. 2006).

Lamivudin kullanan hastalarda zaman iginde bu ilaca kars1 gelisen direng, KHB
tedavisinin en temel konularindan birisini olusturmaktadir. Polimeraz geninin reverse

transkriptaz proteini iizerindeki C ve B bdlgelerindeki mutasyonlar lamivudin
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direncinden sorumlu temel mutasyonlardir. Genotipik direng, bir yildir lamivudin alan
hastalarda % 14-32 arasinda goriilmekte ve tedavinin 5. yilinda % 50-60’lara kadar
yiikselmektedir (Lok ve vd. 2003, Liaw ve vd. 2004).

Sekil 1.7. Lamivudin

1.7.1.4. Adefovir Dipivoksil

Adefovir dipivoksil, Eyliil 2002°de FDA tarafindan onay alan ilk niikleotid
analogudur. Asiklik deoksiadenozin monofosfat analogu olan adefovir dipivoksil,
lamivudin gibi niikleozid analoglarinin aksine, aktif formuna ulasmak i¢in gereken 3
fosforlanma basamaginin ilkine gerek duymaz (Sekil 1.8). Giinde 10 mg doz olmak
tizere KHB tedavisinde kullanilmaktadir. Aktif formu, hem reverse transkriptazi hem de
DNA polimerazi inhibe edereck HBV DNA zincirinin sonlanmasina neden olmaktadir.
In vitro ve klinik ¢aligmalarda hem yaban tip virusu hem de lamivudine direng gosteren

formlar1 inhibe ettigi gosterilmistir (Fung ve vd. 2006).
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Adefovir

CHpNO P

Sekil 1.8. Adefovir dipivoksil

1.7.1.5. Entekavir

Entekavir, HBV replikasyonunu baslangic, revers transkripsiyon ve HBV DNA
pozitif zincir sentezi basamaklarinda inhibe eden 2-deoksiguanozin’in karbosiklik
analogudur (Seifer ve vd. 1998) (Sekil 1.9). Mart 2005’ te kronik HBV tedavisi i¢in
FDA’dan onay almstir.

Sekil 1.9. Entekavir
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1.7.1.5.1.Entekavir’in Kullanim Alanlari

Entekavir, HBV polimeraza kars1 giiglii ve selektif aktiviteye sahip bir guanozin
niikleozid analogu olup, 2005 yilinda FDA tarafindan KHB tedavisinde kullanilmak
iizere onay almustir. Ulkemizde ise 2007 yilinda ruhsat ahnarak kullanimma
baslanmustir. Intraseliiler yar1 dmrii 15 saat olan aktif trifosfat (TP) formuna fosforlanr.
Intraseliiler TP diizeyleri, ekstraseliiler entekavir konsantrasyonlariyla direkt olarak
iliskilidir ve baslangi¢ plato diizeylerinin 6tesinde anlamli birikim gostermez. Dogal
substrat olan deoksiguanozin-TP ile rekabete giren entekavir-TP, HBV replikasyonunun
ii¢c ayr1 evresinde etkilidir. HBV revers transkriptaz etkinliginin baglamasini onler,
reverse transkriptaz aktivitesini bloke eder ve DNA’ya bagimli cccDNA sentezini ve
islevsel aktivitesini de inhibe eder (HBV polimerazin primingi, negatif sarmalin
pregenomik mRNA’dan revers transkripsiyonu ve pozitif HBV DNA sarmalinin
sentezi). HBV DNA polimeraz i¢in entekavir-TP’nin Ki degeri 0,0012 puM’dir.
Entekavir-TP a, B ve y seliiler polimerazlarin zayif bir inhibitorii olup Ki degerleri 18-
40 pM’dir. Ayrica, vyiikksek entekavir maruziyetlerinin HepG2 hiicrelerindeki
mitokondriyal DNA sentezi lizerinde veya DNA polimeraz iizerinde herhangi bir yan

etkisi bulunmamaktadir (Ki<160 uM) (http//www.iegm.gov.tr, 2012).

Ayrica, hepatoma hiicrelerinden olusan hiicre kiiltiirlerinde entekavirin,
lamivudine gore 30-2200 kat daha fazla oranda viral replikasyonu baskiladigi

gosterilmistir (Colonno ve vd. 2007, Gish ve Locarnini 2007).

1.7.1.5.2. Entekavir’in Viicuda Alimim Yollar1 ve Kullanim Sekli

Entekavir, 0.5-1 mg’lik tabletler halinde veya sivi soliisyon olarak oral yolla, su
disinda baska bir s1v1 karistirilmadan yemeklerden 2 saat dnce veya sonra olmak {izere,

genelikle giin icerisinde 1 defa alinir.
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Niikleozid tedavisi almamis yetiskinler, 16 yas ve TUsti KHB virus
enfeksiyonuna sahip genglerde 6nerilen doz, giinde bir kez 0,5 mg'dir. Hepatit B tedavi

Oykiisii olan yetigkinlerde (16 yas ve listii ) onerilen doz giinde bir kez 1 mg’dir.

Entekavirin gidalarla birlikte aliminda emilimi %18-20 oraninda azalmaktadir.
Bu nedenle yemeklerden 2 saat Once veya yemeklerden 2 saat sonra a¢ karnina
almmalidir. Entekavir baslica bobrekler tarafindan elimine edilmektedir. Idrarla %60-70
oraninda atilmaktadir. Lavimudine kars1 direngli hastalarda yiliksek dozda kullanilmasi
gerekirken, adefovire direngli hastalarda normal doz kullanimi regete edilmektedir.
Kontrolsiiz kesildiginde siddetli HBV alevlenmesine neden olabilir. Bu nedenle tedavi
bitiminden sonra birka¢ ay daha yakin takip gereklidir (Balikk ve Yiiksel 2009,
http//www.iegm.gov.tr , 2012).

16 yasindan kiiciik hastalardaki entekavir giivenliligi ve etkililigi ile ilgili
calismalar yapilmadigindan pediyatrik grupta kullanimi 6nerilmemektedir. Ilag dozunun
yasa gore ayarlanmasina gerek yoktur. Cinsiyete ve irka gore entekavir dozunun

ayarlanmasi s6z konusu degildir (http//www.iegm.gov.tr , 2012).

1.7.1.6. Tenofovir

Tenofovir niikleotid analogu olup, yapisal olarak adefovir dipivoksile
benzemektedir (Sekil 1.10). Asiklik bir niikleozid anologu olup adefovire nazaran daha
az nefrotoksik olmasi nedeniyle giinde 300 mg kullanilabilmesi, daha giiclii bir antiviral

olarak kullanimina imkan saglamistir (Van Bommel ve vd. 2002).

Niikleozid analoglarma karsi ¢apraz direng gostermemesi ve DNA polimeraz-
daki mutasyonlara kars1 yiiksek bir genetik bariyere sahip olmasi, ortaya ¢ikabilecek
diren¢ gelisimine neden olan mutasyonlar acisindan daha az sorun yasanacagini

diisiindiirmektedir (Van Bommel ve vd. 2002).
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Sekil 1.10. Tenofovir

1.7.1.7. Telbivudine

Ekim 2006’da FDA’dan kullanim onay1 almis ve AB iilkelerinde de onay alan
bir ilagtir. Telbivudine ya da L-deoksitimidin, timidinin L-deoksi modifikasyonu olan
HBV DNA polimeraza etki eden sentetik niikleozid analogu bir antiviraldir (Sekil 1.11).
Hiicredeki kinazlar tarafindan aktif olarak fosforile edilmekte olan telbivudine aktif
trifosfat formuna doniistiiriilmektedir. Yar1 6mrii 14 saat olan bu antiviralin hiicrede
etkinligi kisa siirede gbzlenebilmektedir. Fosforilasyon sonrasi, aktif formu HBV-DNA
polimeraz ile yarisarak replikasyonu inhibe eder. Sentezlenen DNA zincirine
katilabilmek i¢in timidin ile yarisir. Gilinliik onay alan dozu 600 mg’dir. Bobrek
hastalarmda dozu ayarlanmalidir. lyi tolere edilir ve yan etkileri lamivudine benzerdir.
Preklinik toksikolojik testlerde embriyo {iizerine mutajenik ya da karsinojenik bir
etkisinin olmamasi telbivudine i¢in 6nemli bir 6zelliktir. Bu nedenle gebelikte kullanimi

acisindan B grubunda yer alan ilacglar icerisindedir (Lai ve vd. 2007).

Sekil 1.11. Telbivudine
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1.7.1.8. Yeni gelistirilen ilaclar

e Lobucavir

e Emitricitabine

e Clevudine

e Penciclovir ve oral formu famciclovir
e Ganciclovir

e L-Deoxythimidine

e Valtorsitabin

e Alamifovir

e Pradefovir

e Remofovir

Bu ilaglara ait klinik ¢aligmalar siirdiiriilmektedir (Tosun 2004).
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. HBV Tedavisinde Kullanilan ilaclarin Genotoksisitesi ile Ilgili Yapilmis

Cahsmalar

Calismamizda kullandigimiz entakavir ilact 2005°te FDA onay1 almis oldukga
giiclii ve HBV DNA polimeraza selektif bir niikleozid analogu olup HBV tedavisinde
kullanilmaktadir (Tosun 2004).

2.1.1. Entekavir ile Yapilan Genotoksisite Calismalari

Entekavir ile yapilan ¢alismalar sadece klinik boyutta olup kromozomal diizeyde
genotoksisite, mutajenite ve teratojenite agisindan herhangi bir caligmaya rastlanmadi.
Hangi madde veya ilag olursa olsun insan yagamini1 dogrudan ilgilendiren, hepatit gibi
cok onemli bir hastaligin tedavisinde kullanilan, entekavir de dahil tiim maddelerin
mutlaka ¢esitli testlerden gegirilerek higbir zarar1 olmayan ya da en az zararla, en fazla
ve dogru etkinin elde edilebilecegi 6zelliklere sahip olan maddelerin insan yasaminda
yer almasi onemlidir. Bu nedenle kisa siirede yasantimiza girmis olan ve su anda
giivenli oldugu kanisiyla HBV hastalig1 tedavisinde kullanilan entekavir ve diger
antivirallerle ilgili genotoksisite, mutajenite ve teratojenite test ¢alismalarmin yapilmasi
gereklidir. Bu calismalar hem HBV hastalarinin gelecegi acisindan hem de gelecek

nesiller a¢isindan olduk¢a 6nemlidir.

Zhou vd. (2012) yaptigi bir ¢alismada, uzun siireli entekavir kullanimimin
KHB’li hastalardan elde edilen periferik kan mononiiklear hiicrelerinde (PBMC)
mitokondriyal DNA polimeraz-y hasarina yol a¢ip agmadigi arastirilmistir. Caligmada 3
yila kadar entekavir ile uzun siireli tedavinin, PBMC'lerde mtDNA igeriginin

azalmasina yol ag¢tig1 saptanmistir.

22



HBYV tedavisinde entekavirin yan1 sira daha dnce de belirttigimiz gibi; adefovir
dipivoksil, lamivudin, telbivudine, tenofovir gibi etkili niikleozid analoglar1 da antiviral
tedavide kullanilmaktadir. Bu ilaglarla ilgili daha 6nce yapilan galismalar, ilaglarm yan
etkileri, ilaclara kars1 olusan direng gelisimleri, ilacin tedavideki etkinligi hakkinda bilgi
verirken, genotoksik etkileriyle ilgili yapilmis pek fazla ¢alisgma bulunmamaktadir.
Ancak lamivudin’in genotoksik etkiye sahip olup olmadigi bazi kisa siireli genotoksisite

caligmalariyla arastirilmistir (Tungeln ve vd. 2002, Bayram ve Topaktas 2008).

2.1.2. Lamivudin ile Yapilan Genotoksisite Calismalari

Lamivudinin, fare L5178YTK+/- lenfosit hiicrelerinde timidin kinaz (Tk)
geninde mutasyonu uyardigi ve klastojenite deneylerinde pozitif etkili oldugu
saptanmustir (Wutzler ve Thust 2001). Ayrica, lamivudinin MN testlerinde, in vitro
hiicre transformasyonu, kanserojenite ve bakteriyel gen mutasyon testlerinde genotoksik
bir etkiye sahip olmadigi gosterilmistir (Wutzler ve Thust 2001). Lamivudinin
heterozigot fare lenfosit hiicrelerinde Tk ve Hipoksantin-Guanin Fosforibozil Transferaz
(HGPRT=Hypoxantine-Guanine Phosphoribosyl Transferase) genleri yoniinden
mutasyon frekansini arttirmadigr saptanmistir (Tungeln ve vd. 2002). Ayrica B6C3F1
farelerinin kemik iligi hiicrelerinde lamivudinin belirgin bir MN olusumuna neden

olmadig1 da bildirilmistir (Tungeln ve vd. 2002).

Kirkiic KHB hastasi, 20 tasiyict ve 20 kontrol (83 kisi) ile yapilan bir caligmada
heniiz tedaviye baslamamis hasta ve tasiyici gruplarinda, hem virusun konak DNA’sina
olan olas1 genotoksik etkisini saptamak amaciyla hem de farkl tedavi protokollerinin
olas1 genotoksik etkilerini degerlendirmek i¢in kromozom kiriklari sayimi ve MN testi
uygulanmistir. Virusun konak DNA’sma olan olas1 genotoksisik etkilerini belirlemede
tedaviye baglanmamis hasta ve tasiyicilardan elde edilen kromozom kiriklar1 ve MN’ler
istatistiksel olarak degerlendirilerek konrol grubuyla karsilastirilmistir. Lamivudin,
interferon ve lamivudin+interferon ile tedavi programina alinan 39 hastada tedavinin 1.

ve 6. aylarinda kromozom kirik sayis1 ve MN testi uygulanmistir. Degerlendirmeler
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sonucunda tedavi dncesi KHB hastalarinin ve tastyicilarin kromozom kirik sayilari
kontrolle karsilastirildiginda yiliksek bulunurken; MN siklig1 iic grup arasinda farkli
bulunmamistir. Sonug olarak bu ¢alismayla HBV’ nin hem KHB’li hastalarda hem de
tastyicilarda kromozomal instabiliteye yol agtig1 ve KHB tedavisinde kullanilan farkli
tedavi protokollerinin ise konak genomuna ilave genotoksik etkide bulunmadigi

gosterilmistir (Ilgin 2005).

Carter vd. (2007) hiicre klonlama galismalarinda lamivudinin, hiicre sag kalimi
ile iki raportor gendeki (HGPRT ve Tk) mutajenitesini arastirmislardir. Arastirmacilar
lamivudinin 0, 33, 100 ve 300 umol’luk konsantrasyonlarmi uygulayarak HGPRT ve Tk

mutant frekanslarinda artisin oldugunu saptamislardir.

Bir diger calismada ise c¢esitli dozlardaki (75, 100, 125 ve 150 pg/ml)
lamivudinin in vitro insan periferal lenfositlerinde KKD, KA ve MN olusturma
potansiyeli arastirilmistir. En yiiksek konsantrasyonda (150 pg/ml) ve 24 saat ile 48 saat
lamivudin uygulamalarinin 125 ve 150 pg/ml konsantrasyonlarda KKD’yi indiikledigi
belirlenmistir. Yapisal kromozom anormallikleri ise her iki lamivudin uygulama
periyodunda ve 100, 125 ve 150 pg/ml konsantrasyonlarinda kontrole oranla istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur. Bunun yan sira lamivudinin biitiin konsantrasyonlarda ve
muamele siirelerinde poliferasyon ve mitotik indeksleri azalttig1 gosterilmistir. Mitotik
indeksteki diistisiin doza bagli ters orantili olarak azaldig: bildirilmistir. Ayni ¢alismada
ilacin MN etkisi ise anlamli bulunmustur. Sonu¢ olarak lamivudinin insan periferal
lenfositlerinde zayif bir genotoksik etkiye sahip oldugu belirtilmistir (Bayram ve
Topaktas 2008).

Niikleot(z)id analoglar1 ile yapilan genotoksisite calismalarinda, ¢alisilan tiim
niikleot(z)id analoglarinin mutajenik ve genotoksik olduklari, hatta bazi niikleot(z)id
analoglarinin kanserojenik olduklar: bildirilmistir (Cassiman ve vd. 1981, Clive ve vd.
1983, Phillips ve vd. 1991, Gonzalez ve Larripa 1994, Haynes ve vd. 1996, Rao ve vd.
1996, Agarwal ve Olivero 1997, Thust ve vd. 2000b). Antiviral tedavi amagli kullanilan

niikleozid analoglarinin hastaya faydalar1 ile olas1 risklerinin iyice hesaplanmasi

24



gerekmektedir. Clinkii bu niikleozid analoglar1 niikleus DNA’s1 ve mitokondriyal DNA
ile reaksiyona girerek kalici hasarlara neden olabilmektedir (Olivero ve vd. 1997,
Olivero ve vd. 1999, Meng ve vd. 2007). Tamir edilemeyen bu DNA hasarlar1 nokta
mutasyonlarma ve biliylik DNA delesyonlarma sebep olabilmektedir (Olivero 2007).

2.1.3. Tenofovir ile Yapilan Genotoksisite Calismalari

Tenofovir disoproksil fumarat, insan immiin yetmezlik virusu (HIV) ile KHB

tedavisi i¢in onaylanmis bir niikleotid analogudur.

Menne vd (2005) kronik sigan hepatit virus enfeksiyonu tastyan akill ve yerlesik
model hayvanlara tenofovir disoproksil fumarat tedavisi uygulamislardir. Kontrol-
plasebo ve doz-agirhik gruplart g¢alisma siirecince degerlendirilmistir. Calisma

sonucunda tenofovirin herhangi bir toksisite etkisinin olmadig1 rapor edilmistir.

Vidal vd (2006) yaptiklar1 ¢alismada renal proksimal tiibiil epitel hiicreleri
(RPTECs)’inde  tenofovirin  in  vitro  sitotoksisitesini  degerlendirmislerdir.
Aragtirmacilar, tenofovir, zidovudin, didanosin, ritonavir ve lopinavir ile bunlarin
kombinasyonlarini 22 giin boyunca test edip karsilastirmislar ve sitotoksisitelerini tespit
etmiglerdir. Bunlara ek olarak, mitokondriyal DNA (mtDNA) ve reverse transkriptaz
inhibitorleri ile tedavi edilen RPTEC’lerde sitokrom oksidaz II mRNA diizeylerini
degerlendirmislerdir. Calisma sonucunda tenofovirin anlamli bir sitotoksisite
gelistirmedigi, didanosin ve zidavudinin tenofovire gore daha fazla sitotoksisite
gosterdigi rapor edilmistir. 10 mM konsantrasyondaki ritonavirin tenofovir ile
kombinasyonunun ve 40 mM konsantrasyondaki lopinavirin tenofovir ile olan
kombinasyonunun anlaml diizeyde RPTEC canliligin1 (p<0.0001) diisiirdiigii, ancak
tenofovirin kismen bu etkiyi azaltma egiliminde oldugu bildirilmistir. Tenofovirin
didanosin ile olan kombinasyonunun ise mtDNA’nin azalmasina ve buna paralel olarak
sitokrom oksidaz II mRNA diizeyinin azalmasma neden oldugu, oysa tenofovirin tek

basina, mtDNA ve oksidaz II mRNA diizeylerine etkisinin olmadig1 rapor edilmistir.
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Sonug olarak yapilan c¢alismada Tenofovirin insan RPTEC’leri {izerine in vitro

sitotoksik etkisinin olmadigi rapor edilmistir.

Ananworanich vd. (2008) ise yaptiklar1 ¢alisgmada 35 HIV tasiyicist olan
hastalara giinde 1 defa tenofovir + lamivudin kombinasyon tedavisini 48 hafta boyunca
uygulamiglar ve mtDNA igeriklerini saptamaya calismiglardir. Arastirmacilar,
mtDNA/niiklear DNA (+1.06, p <0.0001) oranmi saptadiktan sonra degerlendirme
yapmiglar ve ¢alisma sonucunda mitokondriyal toksisitedeki artisin dnceki ¢aligmalarla
uyumlu oldugunu gostermislerdir. Ancak bu artisin digerlerine nazaran daha yiiksek

diizeyde oldugunu rapor etmislerdir.

2.2. HBV Disindaki Hastaliklarin Tedavisinde Kullanilan flaclarin Genotoksisitesi

ile Ilgili Cahsmalar

2.2.1. Acyclovir, Valaciclovir, Penciclovir, Famciclovir ve Ganciclovir ile Yapilan

Genotoksisite Calismalar

HBYV tedavisi disinda farkli viral hastaliklarin tedavisinde kullanilan niikleozid
analoglartyla yapilmis genotoksisite calismalar1 mevcuttur. Agiz ve genital Herpes
simplex virus infeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan acyclovir [9- ((2-hidrometoksi)-
metil)-guanin] guanozin niikleozidinin anologudur. Clive vd. (1983), BALB/c ve 3T3
hiicreleri ile yaptiklar1 in vitro hiicre tranformasyon testinde 50pug/ml konsantrasyonda
ve 72 saat muamele periyodu sonunda acyclovirin transformasyona neden oldugunu
bildirmislerdir. Ayrica Tk geni bakimmndan heterozigot olan L5178 YTk™" fare lenfosit
hiicrelerinde 400-2400 pg/ml konsantrasyonda ve 4 saatlik muamele periyodu sonunda
acyclovirin Tk geninde mutasyonu uyardigini saptamiglardir. Ayni arastirmacilarm in
vitro insan lenfositleri ile yapmis olduklari klastojenite ¢aligmalarinda ise 250-500
pg/ml konsantrasyon araliginda ve 48 saatlik muamele periyodu sonunda acyclovirin

klastojenik etkiye sahip oldugunu gostermislerdir.
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Shobukhov ve ITurchenko (1988)’in acyclovir ile yaptiklar1 ¢aligmada, 5-600
mg/kg doz araliginda acyclovirin fare kemik iligi hiicrelerinde mikroniikleuslu
polikromatik eritrosit olusumunu arttirdig1 rapor edilmistir. Acyclovirin genotoksisik
etkisinin aragstirildigi bir baska ¢alisma ise Haynes vd. (1996) tarafindan yapilmistir. In
vivo mikroniikleus testini kullanarak fare kemik iligi hiicrelerinde mikroniikleuslu
polikromatik eritrositlerin acyclovirin 225 mg/kg/giin konsantrasyonunda doza baglh

olarak artig gdsterdigini bildirmislerdir.

Thust vd. (1996) ise piirin niikleozid analoglar1 olan acyclovir, valaciclovir,
penciclovir, famciclovir ve ganciclovirin in vitro genotoksik etkilerini arastirmak
amacityla Cin hamster V79-E hiicre hattinda KKD testini uygulamislardir.
Arastirmacilar acyclovirin KKD’yi arttirdigini, bunun yani sira mitotik indekste diisiise
neden oldugunu ve hiicre boliinmesini geciktirdigini saptamiglardir. Ayrica bu ¢aligma
sonucunda valaciclovir ve penciclovirin sadece mitotik indeksi diisiirdiikleri ve hiicre
boliinmesini geciktirdikleri bulunmustur. Famciclovirin ise herhangi bir genotoksik

etkisinin olmadigi, ganciclovirin ise genotoksik etkisinin yiiksek oldugu bildirilmistir.

Jagetia ve Aruna (1999) acyclovirin 0, 0.01, 0.1, 1, 10 ve 100 uM
konsantrasyonlariyla 8 saat boyunca HeLa hiicrelerini muamele etmisgler ve muamele
sonrasi hiicrelerin biiylime kinetikleri, hiicrelerin sag kalimi ve mikroniikleus
olusumunu arastirmiglardir. Arastirmacilar doza bagl olarak HeLa hiicrelerinde biiylime
kinetigi, hiicre bdliinmesi ve hiicre sag kalimin azalmis oldugunu, 100 uM
konsantrasyonda hiicre boliinmesinin tamamen baskilandigmi ve doza bagli olarak

mikroniikleus olusumunun arttigimi saptamislardir.

Thust vd. (2000a) Herpes simplex virus-1’in Tk genini ifade eden Cin hamster
yumurtalik hiicrelerinde (CHO-HSVTK) acyclovirin KKD ve Klastojenik aktivitesini
arastrmiglardir. Arastrmacilar acyclovirin 10 pM dozda KKD degisimini ve KA
frekansinin muameleden hemen sonra kontrole oranla artmig oldugunu saptamislardir.
Ancak, bu konsantrasyonun anti-herpes tedavisi sirasinda kan plazmasinda acyclovirin

ulagmis oldugu konsantrasyondan ¢ok daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir.
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Tomicic vd. (2002) ise Herpes simplex virus-1’in Tk genini ifade eden Cin
hamster yumurtalik (CHO-HSVTk) hiicre hattinda acyclovirin DNA kirigi olusumu,
yapisal kromozom anomalileri ve apopitoz/nekroz olusumu iizerine olan etkilerini
arastirmiglardir. Calisma sonucunda acyclovirin zamana ve doza baglh olarak giiclii bir
apoptoz indiikleyicisi oldugu ve cok zayif bir oranda nekroz olusumuna neden
oldugunu, tek hiicre jel elektroforez testi ile de DNA tek iplik kiriklarinin ve DNA ¢ift
iplik kiriklarinin olusumunu indiikledigi ve yapisal kromozom anomali frekansini

arttirdigini tespit etmislerdir.

2.2.2. Brivudin ile Yapilan Genotoksisite Calismalari

Uridin analogu olan brivudin [(E) — 5 — (bromovinyl) — 2’ — deoksiuridin)]

Herpes simplex virus infeksiyonunun tedavisinde kullanilan bir niikleozid analogudur.

Maquardt vd. (1988) brivudinin genotoksik olup olmadigmi bakteri gen
mutasyon testi (Salmonella typhimurium) ve Cin hamster V79 hiicrelerinde klastojenite
testleri ile arastirmislardir. Calisma sonucunda brivudinin ne bakterilerde, ne de Cin
hamster V79 hiicrelerinde herhangi bir genotoksik etkiye neden olmadigini rapor
etmiglerdir. Ayrica brivudinin primer si¢an hepatositlerinde DNA sentez mekanizmasi
tizerindeki etkisi de arastirilmig, ancak primer sican hepatositlerinin DNA sentezi

iizerinde herhangi bir olumsuz etkisine rastlanilmamistir.

Oshiro vd. (1992) Salmonella typhimurium’un TA 1537, TA 1538, TA 98 ve TA
100 suslarini kullanarak yaptiklari ¢alismada brivudinin 10-5000 pg/ml araligindaki
konsantrasyonlarinda mutajenik etkisi olup olmadigini aragtirmislardir. Arastirmacilar
brivudinin 10-5000 pg/ml arasindaki konsantrasyonlarinda S9 metabolik aktivasyon
enzimi bulunan veya bulunmayan her iki durumda da mutajenik olmadigini
bildirmislerdir. Ayn1 ¢alismada brivudinin Tk genindeki genotoksik etkisi L5178Y Tk

fare lenfosit hiicreleri kullanilarak da arastirilmistir. Ayrica brivudinin S9 metabolik
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aktivasyon enzimi bulunmayan 500-2000 pg/ml konsantrasyon araliginda Tk geninde
mutasyon sikligmin kontrole oranla anlamli bir sekilde arttirdigini saptamislardir. Yine
aynt c¢alisma igerisinde Cin hamster yumurtalik hiicrelerinin HGPRT lokusunda
brivudinin  S9 metabolik aktivasyon enzimi bulunmayan 500 — 2000 upg/mi
konsantrasyon araliginda kontrole oranla anlamli bir mutasyon sikligi meydana
getirmedigi gosterilmistir. Ancak, hem Cin hamster yumurtalik hiicrelerinde hem de
L5178YTk™ fare lenfosit hiicrelerinde 500-1750pug/ml konsantrasyon araligindaki

brivudinin mikroniikleus olusumunu arttirdig1 gériilmiistiir.

2.2.3. Didanosin ile Yapilan Genotoksisite Calismalari

Didanosin  (ddl) (2°,3> - dideoksinosin), HTLV-II/LAV virusunun

replikasyonunu bloke etmek amaciyla kullanilan bir piirin niikleozid analogudur.

Phillips vd. (1991) 7 niikleozid analogunun genotoksik ve sitotoksik etkileri olup
olmadigint B6C3F1 disi farelerinin kemik iligi hiicrelerinde in vivo mikroniikleus testi
ile aragtirmislardir. Farelere ii¢ giin boyunca oral yolla didanosin verilmis ve yapilan
MN testi sonucunda, didanosin 200 mg/kg/giin konsantrasyonlarinda mikroniikleuslu
polikromatik eritrositlerin olusum frekansinda belirgin bir artisin gozlendigini rapor

etmislerdir.

Meng vd. (2000c) HIV enfeksiyonunda reverse transkriptaz enzimin inhibitorii
olarak kullanilan didanosin ve zidovudinin genotoksik ve mutajenik etkileri olup
olmadigini, insan lenfoblastoid hiicrelerinde arastirmislardir. Arastirmacilar insanlarin
tedavisi esnasinda plazmada tespit edilen konsantrasyondan 3-30 kat yiiksek araliklarda
zidovudinin lenfoblastoid hiicrelerin DNA’sinda bulundugunu saptamisglar, ayni
zamanda didanosin ve zidovudinin HGPRT ve Tk lokuslarinda mutasyon frekansini

kontrole oranla arttrmadigini bildirmislerdir.
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Tungeln vd. (2004) ise HIV enfeksiyonunda reverse transkriptaz enziminin
inhibitorii olarak kullanilan didanosin ve zidovudinin mutajenik aktivitelerinin olup
olmadigint arastirmiglardir. Bu arastirmada C57B1/6N/Tk*" disi fareleri ile
CH3/HeNMTYV erkek farelerinin ¢iftlestirilmesi sonucunda olusan F1 farelerine dogum
sonrasindaki 1-8. giinler arasinda 200 mg/kg konsantrasyonda didanosin veya 200
mg/kg konsantrasyonda didanosin + 200 mg/kg konsantrasyonunda zidovudin
verilmistir. Son dozdan sonra mikroniikleus olusum frekans1 fare kemik iligi
hiicrelerinde mikroniikleuslu polikromatik eritrositler belirlenerek saptanmistir. Ayrica
bu calismada B6C3F1/Tk™" farelerine 3 hafta boyunca 200 mg/kg konsantrasyonda
didanosin veya 200 mg/kg konsantrasyonda didanosin + 200 mg/kg konsantrasyonda
zidovudin verilmis, HPRT ve Tk lokuslarinda meydana gelen mutasyon siklig1
arastirilmistir. Calisma sonucunda didanosin ve zidovudinin birlikte kullanildigi
durumlarda belirgin mikroniikleuslu polikromatik eritrosit olusumunun gergeklestigi
ancak didanosinin tek basma kullanilmast durumunda belirgin mikroniikleuslu
polikromatik eritrosit olusumunun gozlenmedigi bildirilmistir. HPRT gen lokusunda
didanosin + zidovudinin mutasyonu arttrmadigi, fakat Tk lokusunda arttirdigi
belirlenmistir. Sonug¢ olarak B6C3F1/Tk"" fareleri icin didanosinin mutajenik olmadigi

bildirilmistir.

2.2.4 Ganciclovir ile Yapilan Genotoksisite Calismalari

Ganciclovir [9 — (1,3 — dihidroksi — 2 — propoksi — metil ) —guanin], Herpes

simplex virus infeksiyonunun tedavisinde kullanilan bir guanozin niikleozid analogudur.

Hamel vd. (1996) yaptig1 kisa siireli ¢calismada insan gliyom (PA317) hiicre
kiiltiirleri ile sigan 9L gliosarkom hiicre kiiltiirlerinden hiicre hatlar1 elde edilmis ve
bunlara ganciclovirin farkli konsantrasyonlar1 uygulanmistir. Yapilan degerlendirme
sonucunda 10 saatlik kisa stireli ganciclovir muamelesinin bile Herpes simplex’e 6zgi

Tk enzimini salgilayan hiicrelerin §liimiine neden oldugu rapor edilmistir.
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Haynes vd. (1996) in vivo mikroniikleus testi ile piirin niikleozid analoglar1 olan
penciclovir, acyclovir ve ganciclovirin in vivo genotoksik etkiye sahip olup
olmadiklarim1 fare kemik iligi hiicrelerinde aragtirmislardir. Fareler 0-24. saatlerde
niikleozid analoglar1 ile muamele edilmislerdir. Yizelli (150) pM/kg/giin
konsantrasyonda ganciclovirin herhangi bir etkisinin olmadigi, fakat doza bagh olarak
ganciclovirin mikroniikleuslu polikromatik eritrosit olusumunu belirgin bir sekilde
arttirdig1 belirlenmistir. Ayrica etkileri arastirilan diger piirin niikleozid analoglar1
icerisinde mikroniikleuslu polikromatik eritrosit olusumunu en fazla arttiranin da

ganciclovir oldugu bu ¢alisma ile bildirilmistir.

Tomicic vd. (2002) Herpes simplex tedavisinde kullanilan piirin grubunun
niikleozid analogu ganciclovirin DNA hasar1, yapisal kromozom anormalikleri ve
apopitoz/nekroz arttiric etkileri olup olmadiklarin1 Herpes simplex virus-1’in Tk genini
eksprese eden Cin hamster yumurtalik hiicrelerinde incelemislerdir. Calisma sonucunda
ganciclovirin 0,5 pM konsantrasyonlarda ¢ok etkili oldugu saptanmistir. Aragtirmacilar
ganciclovirin HSVTK(+) olan Cin hamster yumurtalik hiicrelerinde HSVTk(-) olan
hiicrelere gore 60 kat daha fazla etkili oldugunu bildirmislerdir. Ayrica ganciclovirin
zamana ve doza bagl olarak apopitozu uyardigir buna karsin zayif bir oranda nekroz
olusumuna neden oldugu da rapor edilmistir. Ganciclovirin CHO-HSVTk hiicrelerinde
DNA ¢ift iplik kiriklarini ve yapisal kromozom anormalliklerini de arttirdigi
bildirilmistir.

2.2.5. Penciclovir ile Yapilan Genotoksisite Calismalar

Penciclovir [ (9 — (4 — Hidroksimetilbut — 1 — I) — guanin] Herpes simplex virus
enfeksiyonunun tedavisinde kullanilan bir baska niikleozid analogudur. Penciclovirin
klinikte kullanima sunulan sivi hali famciclovirdir. Famciclovir, hizli ve kapsamli bir
bigimde aldehit oksidazlar ve esterazlar ile in vivo olarak penciclovire metabolize

edilir. Bundan dolay1 penciclovir ile yapilan genotoksisite ¢aligmalar1 famciclovir i¢in

de kabul edilebilir (Wutzler ve Thust 2001).
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Thust vd. (1996) Cin hamster V-79 hiicrelerinde penciclovirin genotoksik
etkisini arastirdiklar1 ¢caligmalarinda, penciclovirin sadece mitotik indeksi diislirdiigli ve
hiicre boliinmesini geciktirdigi rapor edilmistir. Ayrica famciclovirin KKD, klastojenite
ve hiicre boliinmesi tizerine herhangi bir etkisinin olmadigi, bu durumun da
famciclovirin penciclovire Cin hamster V-79 hiicreleri tarafindan metabolize

edilmediginden kaynaklandig1 bildirilmistir.

Haynes vd. (1996) ise penciclovirin, in vivo genotoksik etkilerini fare kemik iligi
hiicrelerinde arastirmis olup, penciclovirin 1078 uM/kg/glin  konsantrasyonda
mikroniikleuslu polikromatik eritrosit olusumunu artirdigi belirlenmistir. Ayrica etkileri
arastirilan diger piirin niikleozidleri icerisinde mikroniikleuslu polikromatik eritrosit

olusumunu en az arttiranin da penciclovir oldugu bildirilmistir.

Thust vd. (2000b) penciclovir ve ganciclovirin genotoksisitelerini ve apopitoz
indiikleyici Ozelliklerini Herpes simpleks virus-1’in Tk genini eksprese eden Cin
hamster yumurtalik hiicrelerinde arastirmiglardir. Radyoaktif isaretleme teknigi
kullanilarak yapilan calismada ganciclovirin, penciclovirden daha etkili bir sekilde
DNA vyapisina girdigi saptanmistir. Penciclovirin equimolar ve equitoksik dozlarda
KKD ve kromozom degisimlerini zayif bir sekilde etkiledigi bildirilmistir. Penciclovirin
Herpes simplex virus-1’in Tk genini eksprese eden Cin hamster yumurtalik hiicreleri
icin apopitoz indiikleyici 6zellik tasidig: da saptanmistir. Zayif bir genotoksisiteye sahip
olan ve apopitoz indiikleyici 6zellik tasimasindan dolay1 penciclovirin gen tedavisi i¢in

alternatif bir ilag olabilecegi Onerilmistir.

Tomicic vd. (2002) penciclovir iizerine yaptiklari ¢alismada ise 1 pM
konsantrasyondaki penciclovirin doza ve zamana bagli olarak apopitozu indiikledigi
buna karsin zayif bir oranda nekroz olusumuna neden oldugu bildirilmistir.
Penciclovirin tek hiicre jel elektroforez testinde DNA tek iplik kiriklarinin ve DNA ¢ift
iplik kiriklarmin olusumunu indiikledigi ve yapisal kromozom anormalligini arttirdig1

da rapor edilmistir.
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2.2.6. Zidovudin ile Yapilan Genotoksisite Calismalar

Zidovudin ( 3 — azido — 2° — 3’ — dideoksitimidin) primidin niikleozidi olan
deoksitimidin analogudur. HIV enfeksiyonunda reverse transkriptaz enzimi inhibitorii

olarak kullanilan bir antiviral niikleozid analogudur.

Ayers (1988) zidovudinin bakteriyal mutajenite testlerinde herhangi bir
mutajenik etkisinin olmadigini, ayrica memeli hiicrelerinde 1000-5000 pg/ml
araligindaki konsantrasyonlarda zayif mutajenik etkisinin oldugunu saptamistir. Ayrica,
3 ug/ml ve daha yiiksek konsantrasyonlarda, kiiltiire edilmis insan lenfositlerinde
kromozom anormalliklerine neden oldugunu da bildirmistir. Bununla beraber 0,5 pg/ml
ve daha yiiksek konsantrasyonlarda hiicre transformasyonuna da neden oldugunu
gostermistir.  Ancak, si¢anlarla yaptig1 sitogenetik ¢alismalarda 300 mg/kg
konsantrasyonlardaki zidovudinin kemik iliginde kromozomal degisimlere neden

olmadigmi bildirmistir.

Phillips vd. (1991) HTLV-III/LAV virus enfeksiyonunun tedavisinde kullanilan
7 niikleozid analogunun genotoksik ve sitotoksik etkilerini in vivo mikroniikleus testi ile
B6C3F1 disi farelerinin kemik iligi hiicrelerinde arastrmiglardir. Agiz yoluyla ii¢ giin
boyunca zidovudin verilen disi B6C3F1 farelerinde mikroniikleuslu polikromatik

eritrositlerin olusum frekansinda belirgin bir artisin oldugu saptanmustir.

Shafik vd. (1991) ise zidovudinin in vivo genotoksik etkiye sahip olup
olmadigint belirlemek i¢in Acquried Immune Deficiency Syndrome (AIDS)’li ve
zidovudin tedavisi alan ve almayan hastalarin periferal lenfositlerinde meydana gelen
kromozom anormalliklerini arastrmiglardir. Yedi ay boyunca 1200 mg/giin
konsantrasyonda zidovudin kullanan AIDS’li hastalarla, zidovudin tedavisi almayan
AIDS’li hastalarin periferal lenfositlerinin 72 saat in vitro kiiltiirleri sonunda her

gruptan 100’er hiicre incelenmis, kromatid tipi kiriklar, kromozom tipi kiriklar ve
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izokromozom olusumlari sayilmistir. Calismanin sonucunda zidovudin tedavisi alan
grupta kirik ortalamasi 8,29 + 2,65 iken, zidovudin tedavisi almayan grupta kirik
ortalamas1 0,5 = 0,29 olarak bulunmustur. Burada zidavudinin kromozom Kkiriklarini

arttirdig1 belirlenmistir.

Stern vd. (1994) zidovudin ile muamele edilmis B ve T lenfositlerinde meydana
gelen mikrontikleus olusumunu arastirmis ve zidovudin ile muamele edilen lenfositlerde
muamele edilmeyen gruba goére belirgin bir mikroniikleus olusumunun meydana

geldigini géstermislerdir.

Olivero vd. (1994) zidovudinin disi CD-1 farelerinin vajinal epitelyum
hiicrelerinde DNA hasar1 olusturup olusturmadigini ve timor olusumu {izerine etkisinin
olup olmadigmi arastirmuglardir. Ayrica, kemik iligi hiicrelerinde sitotoksisite ile
kromozom anormalliklerine de bakilmistir. Digi CD-1 farelerine 28 giin boyunca 180,
360, 720 pg/ml konsantrasyonlarda zidovudin igme sularina ilave edilerek verilmistir.
Doza bagh olarak zidovudinin vajinal hiicrelerin DNA’sma girdigi radyoimmiino
deneyler ve immiinohistokimyasal deneylerle belirlenmistir. Ayrica arastirmacilar
zidovudinin kemik iliginde kromozomal anormallikleri kontrole oranla 4 kat arttirmis
oldugu da saptamistir. Sonug¢ olarak, zidovudinin DNA hasarma yol agtigi,

poliferasyonu etkiledigi ve tiimor olusumunu indiikledigi bu ¢alisma ile gosterilmistir.

Benbrik vd. (1997) vyaptigi kisa siireli bir c¢alismada ise, insan Kkas
biyopsilerinden hazirlanan kas hiicresi kiiltiirleri, didanosin (5-1000 pmol/l) ve
zidovudinin (4-5000 pmol/l) ¢esitli konsantrasyonlarina 10 giin siireyle maruz
brrakilmistir. Sonu¢ olarak, zidovudin ve didanosin tiim insan kas hiicreleri iizerine
sitotoksik etki gostermis ve mitokondride fonksiyonel degisikliklere neden olduklar1
bildirilmigtir. Calisma sonucunda zidovudin ve didanosinin, HIV enfeksiyonlu
hastalarda miyopatiye neden olabilecegi rapor edilmistir. Zidovudin kaynakli
miyopatinin, sadece saf zidovudinin olusturdugu mitokondriyal toksisitesine bagh

oldugu tespit edilmistir.

34



Olivero ve calisma ekibinin (1997) yaptig1 bir bagka ¢alismada, gebe CD-1
farelerinin ve Erythrocebus patas maymunlarinin yavrularinda zidovudinin genotoksik
tiimor olusumu iizerine olan etkilerini arastirmiglardir. Gebe farelere giinde 12,5 mg
veya 25 mg zidovudin emzirme siiresi sonuna kadar, gebe maymunlara da haftanin 5
giinii 10 mg zidovudin emzirme siiresince verilmistir. Arastirmacilar zidovudinin fare
ve maymun ceninlerinin ve yeni dogan yavrularmmn bir ¢ok dokusunda niiklear ve
mitokondrial DNA’larin telomer bolgelerine katildigini, zidovudin ile muamele edilen
farelerin yavrularinda doza bagli olarak akciger, karaciger ve disi lireme organlarinda
timor olusumunun artmis oldugu, sonu¢ olarak zidovudinin maymun ve farelerin
yavrularinda genotoksik oldugu ve ayrica fare yavrulari icin kanserojenik etkiye sahip

oldugu bildirilmistir.

Meng vd. (2000a) insan lenfoblastoid hiicre hatlarinda zidovudinin DNA’ya
katilimi, Tk geninde meydana gelen mutasyon frekansini ve Tk genindeki heterozigot
kayiplarin1 arastirmislardir. insan lenfoblastoid hiicrelerini 300 pM konsantrasyonda
zidovudin ile 0, 1, 3 ve 6 giin veya 3 giin boyunca 0, 33, 100, 300 ve 900 puM
konsantrasyonlarda zidovudin ile muamele etmislerdir. Zidovudinin lenfoblastoid hiicre
DNA’sina katilimi radyoimmiino testler ile Tk lokusunda meydana gelen mutasyon
frekans1 ise hiicre koloni testi ile arastirilmistir. Calisma sonucunda zidovudinin
DNA’ya katilimi1 ile Tk geninde meydana gelen mutasyon frekansi arasinda pozitif bir
korelasyon oldugu saptanmistir. Southern blot analizi ile, Tk geninde meydana gelen
heterozigot kayiplarimin zidovudinin hiicre DNA’sina katilimindan sonra DNA zincir

uzamasinin sona ermesinden kaynaklandigi bildirilmistir.

Meng vd. (2000b) bir diger ¢alismasinda, Adenin fosforiboziltransferaz enzim
(APRT=adenine phosphoribosyltransferase) geni yoniinden heterozigot insan
lenfoblastoid hiicre hatt1 (AZH1) kullanilarak zidovudinin olusturdugu mutasyon
frekansi arastirilmistir. AZH1 hiicreleri 300 uM konsantrasyonda zidovudin ile 0, 1, 3
ve 6 giin veya 3 giin boyunca 0, 33, 100, 300 ve 900 uM konsantrasyonlarda zidovudin
ile muamele edilmislerdir. APRT lokusunda olusan mutasyon frekansi hiicre koloni testi

ile arastirilmistir. Calisma sonucunda arastirmacilar, zidovudinin DNA’ya katilimi ile
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APRT geninde olusan mutasyon frekansinda pozitif bir korelasyon oldugunu ve

zidovudinin genotoksik oldugunu gdstermislerdir.

Olivero vd. (2002) HIV enfeksiyonunda reverse transkriptaz enzimi inhibitorii
olarak kombine kullanilan zidovudin ve lamivudinin genotoksik etkisini Erythrocebus
patas maymunlarinda arastirnuslardir. Ug¢  gebe maymuna 40 mg/kg/giin
konsantrasyonda zidovudin emzirme siiresinin sonuna kadar, ii¢ gebe maymuna da 40
mg zidovudin + 24 mg lamivudin /kg/glin emzirme siiresinin sonuna kadar verilmistir.
Onlarm kontrolii olan iki maymuna ise herhangi bir ila¢ verilmemistir. Bu arastirmada
yeni dogan maymunlar ve ceninlerin bir ¢ok dokusunda zidovudin ve lamivudinin
DNA’nin yapisina katildig1 radyoimmiino testler ile arastirilmistir. Sonug olarak uterus
icinde zidovudin ve lamivudine maruz kalan maymunlarin bir¢ok dokusunun
DNA'’larinda zidovudin ve lamivudinin DNA yapisina katildigi, buna karsin kombine
olarak zidovudin ve lamivudinin, tek basmma zidovudin monoterapisinden daha fazla
DNA’nin yapisina girdigi belirlenmistir. Bu c¢alismada s6z konusu niikleozid
analoglarmin DNA’nin yapisina girmelerinin sonucunda telomer hasarma neden oldugu

saptanmigtir.

Dobrovolsky vd. (2005) sitozolik Tk enziminin, zidovudinle muamele edilen
yeni dogan farelerin niiklear DNA hasar1 {izerine etkisini aragtirmiglardir. Bunun i¢in Tk

++

geni yoniinden homozigot Tk™* | heterozigot Tk*" ve homozigot Tk” olan yeni dogan
farelere dogum sonrasi 1-8. giinler arasinda intraperitonal olarak 200 mg/kg/giin
konsantrasyonda zidovudin verilmis ve son dozdan 24 saat sonra periferal kanlarda
mikroniikleus olusum frekansi arastirilmistir. Zidovudin ile muamele edilen Tk ve
Tk farelerinin retikiilositlerinde ve normokromatik eritrositlerinde mikroniikleus
olusumunun belirgin olarak arttig1 gosterilmistir. Zidovudin ile muamele edilen Tk
farelerinde ise retikiilositlerde ve normokromatik eritrositlerde mikroniikleus
olusumunda belirgin bir artigin meydana gelmedigi bildirilmistir. Caligma sonucunda

zidovudinin yeni dogan farelerde ancak Tk enziminin varliginda genotoksik bir

aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir.
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Lund vd. (2007) yaptig1 ¢calismada ise zidovudinin (10 ve 50 mM; 2,7 ve 13,4
mg/ml) farkli konsantrasyonlarim1 HepG2 ve H9c2 hiicre hatlarinda uygulamislardir.
Arastirmacilar, zidovudinin bu hiicreler lizerinde yliksek toksisitesinin oldugunu, hiicre
Oliimlerini arttirdigmi ve bunun yani sira mtDNA oraninda diisiise neden oldugunu

rapor etmislerdir.

Kiyomoto vd. (2008) yaptiklar1 calismada, AIDS hastalarinda zidovudinin uzun
sireli kullanimmin DNA azalmasi ile iliskili toksik miyopati dahil ¢esitli dokularda
mitokondriyal anormalliklere neden olabildigini rapor etmislerdir. Calismada,
mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz (SDH) ve sican iskelet kasi kiiltiirinde mtDNA
icerigine zidovudinin kisa siireli (48 saat) etkisi (10, 30 ve 100 mg/ml) incelenmistir.
Ayrica zidovudinin sitokrom ¢ oksidaz enzimine olan etkisi de arastirilmigtir. SDH’1n
histokimyasal kantitatif analizi ile zidovudinin 10, 30 ve 100 mg/ml konsantrasyonlarda
mitokondriyal icerigi sirasiyla %7, %9 ve %13 oranlarda artirdigi gosterilmistir.
Kontrol degerleri ile karsilastirildiginda, 10-100 mg/ml zidovudinin sican kiiltiirlerinde,
%66 ile %23 oraninda mtDNA icerigini azalttig1 saptanmistir. Spontan kasilma ve
sitokrom ¢ oksidaz enzimi aktivitesinin 100 mg/ml konsantrasyondaki zidovudin
tarafindan degismedigi rapor edilmistir. Bu sonuclar ele alindiginda, zidovudin ile kisa
stireli tedavinin sican iskelet kas1 kiiltiirlerinde mtDNA diislistine neden oldugu ve
siddetli miyotoksisite meydana getirdigi gdsterilmis ve mitokondriyal toksisite

olusturdugu rapor edilmistir.

Yapilmis olan bu ¢alismalar dogrultusunda biz de ¢alismamizda, kisa siirede
yasantimiza girmis olan ve gilivenli oldugu kanisiyla HBV tedavisinde kullanilan

entekavirin genotoksik etkisinin olup olmadigini belirlemeyi amagladik.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Yaptigimiz ¢caligsmada saglikli ve sigara igmeyen iki bayan ve iki erkekten (26-28

yaslarinda) alinan periferik kan ve test maddesi olarak entekavir kullanild1.

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismamizda kullanilan kimyasallar (entekavir, MMC, kromozom medyumu,
kolsisin, hipotonik ¢ozelti, soresan tamponu, fiksatifler, giemsa boyasi, entellan, nitrik

asit, stokalasin b) ile ilgili bilgilere asagida yer verilmistir.

3.1.1. Entekavir ve Ozellikleri

Ticari Adi: Baraclude

Ruhsat Sahibi: Bristol-Myers squibb Ilaglar1 Inc.

Kimyasal  Adr: Entekavir: 2-Amino-1,9-dihydro-9-[(1S,3R,4S)-4-hydroxy-3
(hydroxymethyl)-2-methylenecyclopentyl]-6H-purin-6-one

Kapal formiilii: C12H15N503

Acik Formiilii:
Ll
o
| |
H . I K]
H =
'-:..-__,#j_- [:l H

H

Molekiil Agirhgi: 277,2792 g/mol
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3.1.1.1. Entekavir’in Hazirlanmasi

Baracludenin 1 tabletinde 1 mg entekavir etken maddesi bulunmaktadir.

Calismamizda 1 tablet 2 ml steril suda ¢ozdiiriilerek stok ¢ozelti elde edildi. Elde edilen

stok ¢ozeltiden 3 ve 7 no’lu tiiplere 9 pl, 4 ve 8 no’lu tiiplere 18 pul, 5 ve 9 no’lu tiiplere

36 ul eklenerek konsantrasyon hesaplamalar1 yapildi (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Kiiltiir tiiplerine ilave edilen entekavir miktarlari, konsantrasyonlar1 ve

stireler1
Ilave Edilen Konsantrasyon
Kiiltiir Tiipii | Kimyasal Siire [Saat(h)] | Hacim (ul) (ng/ml)

1. Tip --- --- --- ---

2. Tip MMC 24h 0,25 pg/ml 0,25 pg/ml
3. Tip ETV 24h 9 ul 1,66 pg/ml
4. Tip ETV 24h 18 ul 3,33 pg/ml
5. Tip ETV 24h 36 pul 6,66 png/ml
6. Tip MMC 48h 0,25 pg/ml 0,25 ug/ml
7. Tip ETV 48h 9 ul 1,66 pg/ml
8. Tip ETV 48h 18 ul 3,33 ug/ml
9. Tip ETV 48h 36 ul 6,66 ng/ml

(MMC: Mitomycin C; ETV: Entekavir)

3.1.2. Mitomycin C (MMC)

Mitomycin C (Kyowa) ¢alismamizda pozitif kontrol olarak kullanildi.

Kimyasal adi: Mitomycin C

Kapal formiilii: C15H1gN4Os
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Acik formiilii:

MMitomycin
CysHy Ny 05

Molekiil agirhgi: 334,327 g/mol
Erime noktasi: 360 °C

3.1.3. Kromozom Medyumu

Kromozom medyumu olarak PbMax (Gibco) (Cat. no. 12552-013) kullanildi.
PbMax icerisinde hiicrelerin kiiltlir ortaminda ¢ogalmasi icin gerekli olan fetal bovin

serum, L-glutamin, gentamicin siilfat ve fitohemmaglutinin bulunmaktadir.

3.1.4. Kolsisin

Kolsisin (Colchicine) (Sigma, cat. no. C9754), preparatlarin hazirlanmasinda
mitoza ket vurucu madde olarak kullanildi. Kromozom medyumunun bulundugu her bir

tiipe 20 ug/ml ilave edildi.

Kimyasal adi: Colchicine
Kapal formiilii: C;,H25NOg
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Acik formiilii:

Molekiil agirhgi: 399,4 g/mol

3.1.5. Hipotonik Cozelti

Hipotonik ¢o6zelti olarak %0,4’liik KC1 (Merck) kullanildi. 1 L saf suya 4 g KC1
ilave edilerek hazirlanan ¢6zelti, agz1 kapali cam bir sisede +4 °C’de saklandi. Hasattan

2 saat Once kullanilacak kadar alinip 37 °C’deki etiivde 1sitilarak kullanild.

3.1.6. Sorensen Tamponu

Sorensen tamponu, iki farkli tamponun (tampon A ve B) esit miktarda
birlestirilmesiyle elde edildi.
Tampon A: 11,34 g KH,PO4+ 250 ml su (pH: 4,8)
Tampon B: 14,83 g Na;HPO,4.12H,0+ 250 ml su (pH: 9,2)

3.1.7. Fiksatifler

Deneylerde ti¢ farkli fiksatif kullanildi: KA i¢in fiksatif 1 (1 hacim glasiyel
asetik asit: 3 hacim metanol), MN igin fiksatif 2 (1 hacim glasiyel asetik asit: 5 hacim
metanol) ve fiksatif 3 (1 hacim fiksatif 2: 1 hacim % 0.9 NaCl).
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3.1.8. Giemsa

Giemsa (Merck) boyasi deneylerimizde Sorensen tamponu iginde hazirlandi. %

5’lik boya eriyigi kromozomlar ve MN testinde niikleuslar1 boyamak i¢in kullanildi.

3.1.9. Entellan

Entellan (Merck), incelemeye hazir hale getirilmis olan preparatlarin daimi hale

getirilmesinde lam-lamel aras1 yapistirici madde olarak kullanildi.

3.1.10. Nitrik Asit (HNO3)

Lamlar1 temizlemek icn IN HNO; (Merck) ¢ozeltisi hazirlandi. Bir sisede

muhafaza edilerek tekrar tekrar kullanild:.

1 N HNOj3 ¢ozeltisi i¢in 35,5 g HNOg tartilip 1 L suda ¢ozdiiriildi.

3.1.11. Sitokalasin (Cytochalasin B)

Sitokalasin (Sigma, cat. no. C6762) MN testinde, hiicre boliinmesi esnasinda
sitokinezi engellemek ve iki niikleuslu hiicreler olusturmak amaciyla kullanildi. Her bir
tiipe 44. saatte 30 ng/ml ilave edildi.

Kimyasal adi: Cytochalasin B
Kapah formiilii: CyoH37NOs
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Acik formiilii:

H3 C l.l‘,.‘_l .

Molekiil agirhgi: 479,61 g/mol
Erime noktasi: 218-223 °C
Kaynama noktasi: 218-223 °C
Saflhik diizeyi: %98

3.2. Kullanilan Deney Ekipmanlari

Calismamizda kullandigimiz deney ekibmanlarinin 6zellikleri ve markalari

asagida belirtilmistir.

3.2.1. Hassas Terazi

Kimyasallarin tartilmasinda hava akimlarina karsi 6zel cam paravanlarla
korunan ve 0,0001 g hassasiyetinde 6l¢iim yapan “AND A8D Company Lim. Fx-3001”

marka terazi kullanildi.

3.2.2. Laminar Flow Kabin

Hiicre kiiltiiri hazirlanirken kromozom medyumunun, heparinize edilmis kanin
ve bazi kimyasallarin tiiplere ilavesi esnasinda gerekli steril ortamin saglanmasinda

“NUVE” marka laminar flow kabin kullanild1.
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3.2.3. Santrifiij

Kiltiir tiiplerinin santrifiijii i¢gin “NUVE” marka dikey ve 16 tiip alabilen
santrifiij kullanildi.

3.2.4. Mikroskoplar

Preparatlar1 incelemek amaciyla koordinat cetveli ve immersiyon objektifi olan
“NIKON ECLIPTICE E 200” marka 151tk mikroskobu, fotograf ¢ekimleri i¢in Leica

marka fotograf atagmani olan Leica DM750 marka mikroskop kullanildi.

3.2.5. inkiibator

Hiicre kiiltiiriiniin ve bazi eriyiklerin hazirlanmasinda “NUVE marka” 0-100 °c

arasi ayarlanabilir inkiibator kullanild.

3.3. Lamlarin Temizlenmesi

Kiiltiir siiresinin bitiminden iki glin 6nce rodajli lamlar dik bir saleye dizilip,
salenin i¢i lamlarin iizeri tamamen kapanacak sekilde 1 N HNO; c¢ozeltisi ile
dolduruldu. Salenin agz1 kapatilarak 24 saat bekletildi. Siirenin sonunda lamlar, 30 dk

boyunca akan su altinda iyice yikandi. Ug defa saf sudan gegirildikten sonra sale saf su

ile doldurularak buzdolabinda sakland:.
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3.4. Kromozom Anormalliklerini (KA) Belirlemede Kullamlan Hiicre Kiiltiir

Yontemi ve Preparasyon

Saglikli ve sigara igmeyen 26-28 yas araliginda iki bayan ve iki erkekten alinan
1/10 oraninda heparinize edilmis periferik kan 6rneklerinden 6 damla (0,2 ml) her bir
tiipe 2,5 ml olacak sekilde pay edilen kromozom medyumuna steril sartlarda eklendi
(Topaktas ve Rencilizogullar1 1995). Tipler hafifce, dikey olarak (tiipteki icerik
kapaklara bulagmayacak sekilde) avu¢ i¢ine vurulup dondiiriilerek iyice karistirildi.
Entekavirin genotoksik etkisini incelemek amaciyla kiiltiir ekiminden 24 ve 48 saat
sonra 1,66, 3,33 ve 6,66 png/ml entekavir kiiltiir tiiplerine ilave edildi. Ayrica deney igin
kontrol ve pozitif kontrol tiipleri de hazirlandi. Kontrol tiipiine hi¢ birsey ilave

edilmezken, pozitif kontrol olarak MMC kullanild1 (Cizelge 3.1).

Kiiltiir siiresinin bitiminden 2 saat once (kiiltlirtin 70. saatinde) her tiipe kolsisin
eriyiginden 20 pg/ml ilave edildi ve tiipler hafifce sallanarak karistirildiktan sonra tekrar

inkiibatorde hasat siiresine degin (72. saat) bekletildi.

Kiiltiir siiresinin sonunda (72. saatin bitiminde) kiiltiir tiipleri dnce 2000 rpm’de
5 dk santriftij edildi ve siipernatant kismi atildi. Dipte kalan hiicreleri iceren 0,5-0,7
ml’lik s1v1 kisim ise iyice karistirildiktan sonra iizerine 5 ml 37 °C’ye 1sitilan hipotonik
cozeltiden ilave edildi. Bu ¢6zeltinin deney tiiplerine ilavesi damla damla ve bir yandan
tiipler ¢alkalanarak yapildi. Hiicre siispansiyonu pipetaj yapilarak homojen hale
getirildi. Daha sonra agz1 kapatilan tiipler 37 °C’deki inkiibatdre konuldu. Hiicreler 37
°C’de 15 dk boyunca hipotonik ¢ozelti ile muamele edildi. Siirenin sonunda hiicre
stispansiyonu 1200 rpm’de 10 dk santrifiij edildi ve siipernatant kisim atilarak hiicre
pelleti tiipiin dip kismina hafifce vuraraktan kalan sivi kisim igerisinde homojenize
edildi. Daha sonra deney tiiplerine fiksatif (Fiksatif 1) ilave edildi. Bu islem 3 defa
tekrarland1. Ugiincii kez fiksatifle muamelenin sonunda tiipte kalan sivinmn tamamen
berraklagtigi goriildii. Son santrifijden sonra dipte 0,5-0,7 ml siv1 kalacak sekilde

slipernatant kisim atild1 ve preparat yapma islemine gecildi.
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Tiiplerin diplerinde kalan hiicreler pastor pipeti kullanilarak karistirilip homojen
hale getirildi. Pastor pipetine 4-5 damla olacak sekilde hiicre slispansiyonu ¢ekildikten
sonra pipet hiicrelerin lam {izerine damlatilmasi i¢in 6zel olarak hazirlanmis diizenege
tutturuldu. Saf su igerisinde buzdolabinda saklanan lamlarm iizerine 50 cm yiikseklikten
farkli alanlara birer damla olmak iizere hiicre slispansiyonu damlatilarak hiicrelerin ve
dolayisiyla kromozomlarin lamlarin iizerine yayilmasi saglandi. Hiicre slispansiyonunun
lamlara damlatilmasi esnasinda kaliteli preparat eldesi i¢cin damlalarin {istiiste
diismemesine dikkat edildi. Damlatma islemi sonrasinda rodajli lamlar {izerine hangi

kiiltiir tiiptine ait oldugu kaydedildi.

Bu islemlerin sonunda hazirlamis oldugumuz preparatlar kurumasi i¢in oda
sicakliginda 24 saat bekletildi. Boyama islemi i¢in %5°lik Giemsa boyast (5 ml
sorensen tampon A, 5 ml sorensen tampon B ve 5 ml Giemsa, 85 ml saf su) hazirlandi
ve bir sale igerisine filtre kagidi yardimiyla siiziildii. Oda sicakliginda 24 saat
kurutulmaya birakilmig preparatlar sale igerisinde hazirlanan Giemsa boyasina dogrudan
konuldu ve 15-20 dk boya igerisinde bekletildi. Siirenin sonunda preparatlar boyadan
cikartildi ve akan sudan gecirildikten sonra 3 ayr1 kaptaki saf sudan teker teker
gecirilerek fazla boyadan armdirildi. Bu islemden sonra preparatlar tekrar oda
sicakliginda kurumasi icin iistlerine yapismayacak sekilde bir ortii ile kapatilarak (toz
zerreciklerinden ve kirlilikten muhafaza etmek amaciyla) 24 saat bekletildi. Kuruma
isleminden sonra lamlarin {izerine entellan damlatildi ve iizerine lamel kapatarak

preparatlar daimi hale getirildi.
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3.5. Kromozom Anormalliklerinin (KA) Saptanmasi Icin Hazrlanan
Preparatlarda Mikroskobik Incelemenin Yapilmasi, Yapisal ve Sayisal
Kromozomal Anormalliklerin (KA) Belirlenmesi ve Mitotik Indeksin (MI)

Saptanmasi

Hazirlanan preparatlar NIKON ECLIPTICE E200 marka mikrokopta
immersiyon objektifi ile (10X100=1000 kez biiytitiilerek) incelenerek kromozom

anormallikleri agisindan taranda.

Her birey i¢in hazirlanan preparatlardan iyi dagilmis kaliteli 100 metafaz plagi
kromozom anormalliklerini (KA) saptamak amaciyla incelendi. Gozlenen yapisal ve
sayisal kromozom anormallikleri kaydedildi. incelenen metafaz plaklarinda belirlenen
anormallikleri tasiyan hiicrelerin yiizdesi (%) ile toplam KA sayist hesaplandi. Ayrica,
her bir preparat i¢in 1000 hiicrede metafaz gegiren hiicreler sayilarak mitotik indeks

belirlendi.

Calismamizda “gap” lar anormallik olarak degerlendirilmedi. Gap’lar ile
kromatid ve kromozom tipi kiriklar arasindaki farklar, Preston vd. (1987) ¢alismalari ile

Kauderer ve vd. (1991) ¢alismalarina uygun olarak su sekilde tanimlandi:

Gap’larda, kromatidin birinde (kromatid tipi gap) veya kromatidin her ikisinde
(kromozom tipi gap) goriilen boyanmamis bolge bir kromatidin genisliginden daha
azdwr. Kromozomal kiriklarda, bir kromatiddeki (kromatid tipi kirik) veya her iki
kromatiddeki (kromozom tipi kirik) boyanmamis bolge bir kromatidin genisliginden
daha fazladir. Baz alinan bu olgiilere gore gap ve kromatid kiriklar1 birbirinden ayirt

edildi ve preparatlar kromozom anormalligi bakimindan tarandi.
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3.6. Mikroniikleus (MN) Olusumlarinin Belirlenmesinde Kullamilan Hiicre Kiiltiir

Yontemi ve Preparasyon

In vitro MN testinde, saglikli ve sigara igmeyen 26-28 yas araliginda iki bayan
ve iki erkekten alinan 1/10 oraninda heparinize periferik kan 6rneklerinden 6 damla (0,2
ml) steril sartlarda her bir tiipe 2,5 ml olacak sekilde pay edilen kromozom medyumuna
eklendi (Topaktas ve Rencilizogullar1 1995). Entekavirin mikroniikleus olusumu tizerine
olan etkisini saptamak i¢in 1,66, 3,33 ve 6,66 ug/ml konsantrasyonlardaki entekavir
kiiltlir tiiplerine kiiltlir bitiminden 24 ve 48 saat Oncesinde ilave edildi (Cizelge 3.1).
Inkiibasyonun baslangicindan 44 saat sonra her bir tiipe konsantrasyonu 30 pg/ml
olacak sekilde sitokalasin-B maddesi eklendi. Inkiibasyonun sonunda (68. saat) hasat
islemi yapildi. Kiiltiir tiipleri 6nce 2000 rpm’de 5 dk sanrifiij edilerek siipernatant kistm
atild1 ve hiicreler hipotonik ¢ozelti ile (%0,4 KCI) 37 °C’de 10 dk muamele edildi.
Hipotonik ¢ozelti, KA deneylerinde oldugu gibi yavas yavas ve pipetaj yapilarak ve bir
taraftan deney tiipleri ¢alkalanarak yapildi.

Hipotonik ¢ozelti ile muamelenin ardindan kiiltiir tiipleri 1200 rpm’de 10 dk
santrifiij edildi. Stipernatant kisim atilarak dipteki pellet fiksatif 3 ile muamele edildi (5
hacim metanol:1 hacim glasiyel asetik asit karigtmindan 1 hacim almip 1 hacim
%0,9’luk NaCl ilave edilerek hazirlandi). Birinci fiksatif ile oda sicakliginda 20 dk
muameleden sonra 1200 rpm’de 10 dk sanrifiij edildi. Siipernatanti attiktan sonra tiipler
iki kez fiksatif 2 (5 hacim metanol/1 hacim glasiyel asetik asit) ile muamele edildi.
Yirmi (20) dk oda sicakliginda fiksatif 2 ile bekletilen tiipler santrifiij edilerek
siipernatant kismi atildi ve kiiltiir tiiplerinin tabaninda toplanmis olan hiicreler
reslispanse edilerek soguk ve temiz lamlar iizerine 10 cm yiikseklikten, farkli alanlara
damlatilarak yayildi. Tiplerin karigsmamasi acisindan her yaymanin ardindan lamlar
iizerine birey ve tiip numaralar1 yazildi. Daha sonra oda sicaklifinda 24 saat boyunca

kurumaya birakild.
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Hazirlanan preparatlar 24 saatlik siireden sonra sorensen tamponunda hazirlanan
%5’lik Giemsa boyasi ile 15 dk boyandi. Ug¢ ayr1 kapta hazirlanmis olan saf sudan
gecirilerek fazla boyadan arindirildi ve tekrar kurumaya birakildi. Kuruma isleminden
sonra lam tlizerine entellan damlatild1 ve {izerine lamel kapatilarak preparatlar daimi hale

getirildi.

3.7. Mikroniikleus (MN) Preparatlarinda Mikroskobik Incelemenin Yapilmas: ve

Mikroniikleus Sayisinin Saptanmasi

Hazirlanan daimi preparatlar NIKON ECLIPTICE E200 marka 151k
mikroskobunda 10 X 40 = 400 biiyiitmede incelendi.

Mikroniikleus sayisin1 saptamak amaciyla her bir bireye ait hazirlamig
oldugumuz daimi preparatlardan her muamele grubu ve kontrollerinde iki niikleusa
sahip toplam 2000 hiicre incelenerek mikroniikleuslu hiicreler ve mikroniikleus tasiyan
hiicrelerdeki mikroniikleus sayis1 kaydedildi. 2000 hiicre i¢inde mikroniikleuslu hiicre

sayis1 yiizde cinsinden hesaplandi.

3.8. NBI (Niiklear Boliinme Indeksi) Yiizdesinin Hesaplanmasi

NBI (Niiklear Boliinme indeksi) yiizdesinin hesaplanmasi i¢in MN i¢in hazirlanan
preparatlardan 1000 tane hiicre sayilarak her bir preparattaki mononiiklear, bintiklear,
triniiklear ve tetraniiklear hiicre sayisi belirlendi. NBI hesaplanarak entekavirin hiicre
boliinme aktivitesi lizerine olan etkisi saptandi. Hesaplamalar asagida belirtilen formiile

gore yapildi:

» Niiklear boliinme indeksinin hesaplanmasi (NBI): 1N+2X2N+3X3N+4X4N
1000
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3.9. Mikroskopta Fotograf Cekme

Leica DM750 marka kamerali mikroskopta hazirlamis oldugumuz ve
incelemeler sirasinda saptadigimiz KA’leri, MN’ler, mononiiklear, bintiklear, triniiklear

ve tetraniiklear hiicreler fotograflandi.

3.10. istatistiksel Analiz

Mikroskobik inceleme sonrasinda entekavirin 1,66, 3,33 ve 6,66 pg/ml dozlar
ile muamele edilen gruplarda saptanan KA, MN, MI ve NBI, t-test metoduna goére
kontrol ve pozitif kontrol ile karsilastirildi. Doz-etki iligkisini ortaya koymak amaciyla
regresyon ve korelasyon analizleri yapildi, regresyon denklemi ile korelasyon katsayis1
bulundu ve regresyon dogrusu ¢izildi. Ayrica, elde edilen sonuglar ¢izelge ve grafikler
seklinde verildi. Bu amagla SPSS 16 (Statistical Packages for the Social Sciences) paket
programi kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Entekavir’in Insan Periferal Lenfositlerinde Kromozom Anormallikleri (KA)

Olusumuna Etkisi

Calismamizda  insan  lenfositlerinde 1,66, 3,33 ve 6,66 pug/ml
konsantrasyonlarindaki entekavirin 24 saatlik muamelesinin meydana getirdigi ortalama
yapisal KA’lerinin kontrole gore artmadigi ve aradaki farkin istatistiksel olarak
anlamsiz oldugu belirlendi (p>0,05). Ayrica her ii¢ konsantrasyondaki (1,66, 3,33 ve
6,66 ug/ml) entekavirin olusturdugu sayisal KA ortalamasmin kontrolden farkli
olmadig1 da belirlendi (p>0,05) (Cizelge 4.1). Entekavir ile muamele edilmis her {i¢
dozun (1,66, 3,33 ve 6,66 pg/ml) insan lenfosit hiicrelerinde yapisal KA’lerini pozitif
kontrol kadar uyarmadig1 ve aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi
(1,66 ve 3,33 ug/ml entekavir dozlar1 i¢in p<0,001; 6,66 pg/ml icin p<0,01) (Cizelge
4.1). Toplam anormal hiicre oranindaki artis da saptanan yapisal KA ortalamasma
benzer bir durum gosterdi. Kontrol ile her ti¢ doz (1,66, 3,33 ve 6,66 pg/ml) arasinda
fark saptanmazken (p>0,05), pozitif kontrol ile anlamli diizeyde bir fark saptandi (1,66
ve 3,33 pg/ml dozlar1 i¢in p<0,001; 6,66 png/ml dozu i¢in p<0,01) (Cizelge 4.1, Sekil
4.1).

Entekavirin 48 saat muamele edildigi insan lenfosit hiicrelerinde olusturdugu
ortalama yapisal KA’leri, entekavirin 24 saat uygulandig: kiiltlirlerdekine benzer bir
durum gosterdi. Ancak en yiiksek dozun (6,66 pg/ml) olusturdugu ortalama yapisal
KA’lerin kontrole kiyasla arttigit ve bu artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu
saptandi (p<0,05) (Cizelge 4.1). Kirk sekiz saat uygulanan her ii¢ dozun (1,66, 3,33 ve
6,66 pg/ml) ortalama yapisal KA’lerini pozitif kontrol kadar uyarmadigi ve aradaki
farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (p<0,001) (Cizelge 4.1). Ortalama
sayisal KA’leri agisindan entekavir dozlarmin kontrol ve pozitif kontrolden farkli

olmadigr da gozlendi (p>0,05) (Cizelge 4.1). Toplam anormal hiicre oranina
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bakildiginda ise en yiiksek dozdaki (6,66 pg/ml) entekavirin kontrole kiyasla anormal
hiicre oranin1 arttirdig1 ve farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (p<0,05)

(Cizelge 4.1, Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Insan periferal lenfositlerinde 24 ve 48 saat 1,66, 3,33 ve 6,66 pg/ml

konsantrasyonlarda entekavirin olusturdugu toplam anormal hiicre yiizdesi
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Cizelge 4.1. Farkli dozlarda entekavir ile 24 ve 48 saat muamele edilmis olan insan periferal lenfositlerinde gozlenen yapisal ve sayisal

kromozom anormallikleri ile toplam anormal hiicre yiizdeleri

Test Muamele Kons Yapisal KA Sayisal KA Yapisal KA Sayisal KA Toplam Anormal Hiicre Mmi
Maddesi Siiresi (ng/ml) | Kromatid tipi Kromozom tipi 1SH (%) 1SH (%) 1SH (%) 1SH (%)
(saat)
Kontrol 9 2,25+1,89 2,71+0,79 10,08+0,08
P. Kontrol 24 0,25 419 36 113,75%5,56a; 52,15+0,50a;3 2,9310,90a,
(MMC)
ETV 24 1,66 8 3 2,75%1,26b; 4,5510,86b; 6,4310,77
ETV 24 3,33 11 2 3,25%1,26b; 6,2610,44b; 5,03+0,64
ETV 24 6,66 12 3 3+1,41b, 0,750,96 5,79+0,95b, 4,38+0,86
P. Kontrol 48 0,25 612 27 159,75+6,85a; 90,32+1,76b, 1,03+0,76a,
(MMC)
ETV 48 1,66 14 1 3,75%1,75b; 3,75+0,75b; 8,7310,51b;
ETV 48 3,33 17 3 5+1,24b, 5,14+0,89b; 8,4810,45b,
ETV 48 6,66 66 4 1 9,25+1,22a;b; 0,25+0,5 12,88+0,86a;b; 4,95%0,32b,

P. Kontrol= Pozitif Kontrol, ETV= Entekavir, MMC=Mitomycin C, Kons= Konsantrasyon, KA=Kromozom anormallikleri, SH= Standart hata, MI=Mitotik indeks

a: Kontrol ile karsilastirmada fark 6nemli
b: Pozitif kontrol ile karsilastirmada fark 6nemli

1: P<0,05

2: P<0,01

3: P<0,001
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Entekavirin 24 ve 48 saatlik muamelelerinde saptanan anormallikler; kromatid
kiriklart (Sekil 4.2, Sekil 4.3), kromozom kiriklart (Sekil 4.4), asentrik fragment (Sekil
4.5), delesyon (Sekil 4.6), disentrik kromozom (Sekil 4.7) ve poliploidi (Sekil 4.8)
seklindedir.

Sekil 4.2. Kromatid kirigi (6,66 pg/ml entekavir, 48 saat muamele, X1000, 3
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Sekil 4.3. Kromatid kirigi (6,66 pg/ml entekavir, 48 saat muamele, X1000, 9)
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Sekil 4.4. Kromozom kirig1 (6,66 ug/ml entekavir, 48 saat muamele, X1000, Q)
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Sekil 4.5. 48,XY,+4,+ace kromozom kurulusuna sahip bir metafaz (3,33 pg/ml, 24 saat
muamele, X1000, &)
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Sekil 4.6. Delesyon [del(1)(g21)] (6,66 ug/ml entekavir, 48 saat muamele, X1000, )
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Sekil 4.7. Disentrik kromozom (3,33 pg/ml entekavir, 24 saat muamele, X1000, Q)

59



Sekil 4.8. Poliploidi (6,66 ng/ml entekavir, 48 saat muamele, X1000, &)

4.2. Entekavir’in Mitotik indeks (MI) Uzerine Etkisi

Insan lenfosit hiicrelerinde entekavirin mitotik indeks iizerine olan etkisi
degerlendirildiginde, farkl entekavir dozlar1 (1,66, 3,33 ve 6,66 pg/ml) ile 24 ve 48 saat
muamele edilen hiicrelerde dozun artisina bagli olarak mitotik indeksin kontrole kiyasla
azaldig1 gortildii (Sekil 4.9, Sekil 4.10). Ancak aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli
olmadig1 belirlendi (p>0,05). Bununla beraber pozitif kontroldeki mitotik indeks
diistisiin entekavirli gruplara kiyasla daha fazla oranda oldugu saptandi. Ancak 24 saat
1,66, 3,33 ve 6,66 ng/ml entekavir dozlar1 ile muamele edilen kiiltiirlerdeki MI diistisii
ile aralarinda istatistiksel bir farkin olmadig1 (p>0,05), 48 saat ayn1 dozdaki uygulama
neticesindeki diisiisiin ise istatistiksel olarak anlamlilik ifade ettigi saptandi (1,33 ve

3,33 pg/ml dozlar1 i¢in p<0,001; 6,66 pg/ml i¢in p<0,05).
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Sekil 4.9. Farkli dozlarda 24 saat entekavir uygulanan insan periferal lenfosit
hiicrelerinde MI’in doza bagl olarak diisiisiinii gésteren regresyon egrisi ve korelasyon
katsayis1 (p>0,05)
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Sekil 4.10. Farkli dozlarda 48 saat entekavir uygulanan insan periferal lenfosit
hiicrelerinde MI’in doza bagl olarak diisiisiinii gosteren regresyon egrisi ve korelasyon
katsayis1 (p>0,05)
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4.3. Entekavir’in Mikroniikleus (MN) Olusumu Uzerine Etkisi

Insan lenfositlerinde 1,66, 3,33 ve 6,66 pg/ml konsantrasyonlardaki entekavirin
24 ve 48 saat uygulandigi kiiltiirlerde meydana getirmis oldugu MN’Iu biniiklear hiicre
sayis1 kontrol ile karsilastirildiginda 6nemli bir artigin olmadig1 gézlendi (Cizelge 4.2).
Ancak her ti¢ doz (1,66, 3,33 ve 6,66 ug/ml) ve her iki siirede (24 ve 48 saat) uygulanan
entekavirin pozitif kontrol kadar mikroniikleus olusumunu tetiklemedigi de goriildi

(Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Farkli dozlarda entekavir ile 24 ve 48 saat muamele edilmis olan insan

lenfositlerinde biniiklear ve MN igeren hiicre ortalamasi (=SH)

Test Maddesi Muamele Siiresi Konsantrasyon MN’li biniiklear
(saat) (ng/ml) hiicre ortalamasi
(MN = SH)
Kontrol 0.925+0.43
MMC 24 0,25 5.77+2.32a;
(pozitif kontrol)
ETV 24 1,66 1.14+0.357b,
ETV 24 3,33 1.01+0.267b;
ETV 24 6,66 1.14+0.786b;
MMC 48 0,25 20.28+10.86a;
(pozitif kontrol)
ETV 48 1,66 1.50+0.360b;
ETV 48 3,33 0.70+0.518b;
ETV 48 6,66 2.56+1.40b,

MMC= Mitomycin C, ETV= Entekavir, SH=Standart Hata, MN=Mikroniikleus
a: Kontrol ile karsilastirmada fark 6nemli

b: Pozitif kontrol ile karsilastirmada fark énemli

1: P<0,05 2:P<0,01
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Entekavir ile muamele sonucu insan lenfositlerinde olusan MN’li biniiklear hiicreler

sekil 4.11°de gosterildi.

Sekil 4.11. Entekavir ile muamele edilmis insan lenfositlerinde saptanan MN’li
biniiklear hiicreler (X400)
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4.4. Entekavir'le Muamele Edilmis insan Periferal Lenfositlerinde Niiklear

Boliinme indeksi (NBI)

Niiklear boliinme indeksi (NBI), entekavirin hiicre boliinme aktivitesi lizerine
herhangi bir etkisinin olup olmadigin1 saptamak amaciyla her bir doz (1,66, 3,33 ve 6,66
pg/ml) icin 1000 tane hiicre sayilarak mononiiklear, biniiklear, triniiklear ve tetraniiklear
hiicre sayis1 belirlendi ve IN+2X2N+3X3N+4X4N/1000 formiilii ile hesapland1 (N =
Niikleus sayist1).

Insan lenfositlerinde 1,66, 3,33 ve 6,66 ng/ml konsantrasyonlardaki entekavirin
24 ve 48 saat uygulandig kiiltiirlerdeki NBI’leri kontrol ve pozitif kontrolde saptananlar
ile karsilastirildi ve 24 saat entekavir uygulanan her ii¢c dozdaki NBI’lerin kontrolden
istatiksel olarak farkli oldugu belirlendi (p<0,05). Pozitif kontrol ile yapilan
kiyaslamada ise entekavirin her ii¢ dozunun pozitif kontrolden farkl olmadigi1 goriildi
(p>0,05). Entekavirin 48 saat uygulandig: kiiltiirlerde ise saptanan NBI’i kontrol ile
kiyaslandiginda aradaki farkin istatistiksel olarak anlamsiz oldugu (p>0,05), pozitif
kontrol ile karsilastirildiginda ise anlamli sonug¢ elde edildigi belirlendi (p<0,05).
Entekavir ile muamele sonucu meydana gelen mononiiklear, biniiklear, triniiklear ve

tetraniiklear hiicreler sekil 4.12°de gosterildi.
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Sekil 4.12. Entekavir ile muamele sonucu insan lenfositlerinde olusan (a) mononiiklear,
(b) biniiklear, (c) triniiklear ve (d) tetraniiklear hiicreler (X400)
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5. TARTISMA

Bu calismada, KHB tedavisinde kullanilan ve niikleozid anologu olan
entekavirin genotoksik etkisinin olup olmadigi KA, MN, MI ve NBI ile insan periferal
lenfositlerinde arastirildi. Bu amagla insan periferal lenfositleri in vitro olarak 1,66
pg/ml, 3,33 pg/ml ve 6,66 ug/ml konsantrasyonlarindaki entekavir ile 24 ve 48 saat

muamele edildi ve elde edilen sonuglar diger arastirmacilarin sonuglari ile karsilastirildi.

5.1. Entekavir’in Kromozom Anormalliklerinin (KA) Olusumu Uzerine EtKisi

Calismamizda kullandigimiz KA  testleri, ilaglardaki etken maddelerin
genotoksik etkilerinin belirlenmesinde kullanilan en kisa siireli ve hassas testler
arasindadir (Perry ve Evans 1975, Carrano vd. 1978). Bu calismada entekavirin genel
olarak kontrolden farkli olarak KA oranmi arttirmadigi goriildii. Ancak, entekavirin en
yikksek dozda (6,66 pg/ml) 48 saat uygulandigi kiiltiirlerde meydana gelen yapisal
KA’ler ile anormal hiicre ylizdesi agisindan bir artisin oldugu ve bu artigin istatistiksel
olarak anlamli oldugu goriildii (p<0,05). Ilgin (2005), virusun konak DNA’sina olan
olas1 genotoksik etkilerini belirlemede HBV tedavisine baglanmamis hasta ve
tastyicilardan elde edilen kromozom kiriklart ve MN’ler istatistiksel olarak
degerlendirilerek kontrol grubuyla karsilastirilmistir. Ayrica KHB hasta ve tastyicilarma
lamivudin, interferon ve lamivudin+interferon ile tedavi programi uygulanmis ve
calisma sonucunda, HBV’ nin hem KHB’li hastalarda hem de tasiyicilarda kromozomal
instabiliteye yol agtig1 ve KHB tedavisinde kullanilan farkli tedavi protokollerinin ise

konak genomuna ilave genotoksik etkide bulunmadigi gosterilmistir.

Ayers (1988)’ in yaptig1 bir baska ¢alismada, pirimidin niikleozid analogu olan
zidovudinin 3 pg/ml ve daha fazla konsantrasyonlarda kiiltiire edilmis insan periferal

lenfosit hiicrelerinde kromozom anormalliklerine yol actig1 saptanmustir.
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Gonzalez ve Larripa (1994) ise primidin niikleozid analogu olan zidovudinin
100 pg/ml konsantrasyonda kromozom anormalliklerini istatistiksel olarak 6nemli

oranda arttirdigini gostermislerdir.

Thust vd. (1996) ise pirin grubunun niikleozid analoglar1 olan acyclovir,
valaciclovir, penciclovir ve ganciclovirin toksik etkilerini Cin hamster V-79
hiicrelerinde arastirmislardir. Arastirmacilar, acyclovir ve ganciclovirin yiiksek oranda
genotoksik olduklarini, valaciclovir ve penciclovirin ise herhangi bir genotoksik etki

gostermedigini rapor etmislerdir.

Lamivudinin KA iizerindeki etkisini arastiran bir ¢aligmada ise lamivudinin in
vitro insan lenfositlerinde ve fare L5178 Tk"" lenfoma hiicrelerinde zayif bir genotoksik
etkisinin oldugu bildirilmistir (Wutzler ve Thust 2001). Ayrica Bayram ve Topaktas
(2008)’m yapmis olduklar1 ¢alismada ise lamivudinin kiiltiire edilmis insan lenfosit
hiicrelerinde klastojenik etki gosterdigi ve kromozom anormalliklerine neden oldugu

rapor edilmistir.

Yapilan caligmalar niiklozid ve niikleotid analoglarinin DNA iizerinde hig, az ya
da cok genotoksik etkisinin oldugunu gdstermektedir. Calismamizda kullandigimiz
entekavirin ise ancak yiiksek dozda ve uzun siirede genotoksik bir etki gosterdigi

goriilmektedir.

5.2. Entekavir’in Mikroniikleus (MN) Olusumu Uzerine Etkisi

Mikroniikleuslar (MN) hiicrenin mitoz bdliinmesi sirasinda ortaya ¢ikan esas
cekirdege dahil olmayan, tam kromozom ya da asentrik kromozom fragmanlarindan
koken alan olusumlar olarak tanimlanmaktadir. Bu olusumlar, genellikle hiicre
siklusunu kontrol eden genlerdeki eksikliklerden, mitotik igdeki hatalardan,

kinetokorlardan veya mitotik aygitin diger pargalarindan ve kromozomal hasarlardan
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kaynaklanmaktadirlar. MN sayisindaki artis, ¢esitli ajanlarin hiicrelerde olusturdugu
sayisal ve yapisal kromozom diizensizliklerinin indirekt gostergesi olarak
degerlendirilmektedir. Klastojen maddeler, kromozom kiriklar1 olusturarak MN
olusumuna katkida bulunmaktadirlar. Bu nedenle hiicrede MN sayisinda artis
saptanmast somatik hiicrelerdeki genomik kararsizligin bir gostergesi olarak kabul

edilmektedir (Sekeroglu ve Sekeroglu 2011).

Calismamizda 24 ve 48 saat 1,66, 3,33 ve 6,66 png/ml konsantrasyonlardaki
entekavir ile muamele edilmis gruplar, MN igeren hiicre sayis1 bakimindan kontrolle
karsilastirildiginda farkin istatiksel olarak bir anlam ifade etmedigi belirlendi (p>0,05).
Ne doza bagli olarak ne de siireye bagl olarak entekavir ile muamele edilmis gruplarda
MN igeren hiicre oraninda kontrole oranla bir artis s6z konusu olmadi. Dolayisiyla

entekavirin insan lenfosit hiicrelerinde MN olusumuna bir etkisinin olmadig1 goriildii.

Haynes vd. (1996) yaptiklar1 ¢alismada, piirin niikleozid analoglar1 olan
penciclovir, acyclovir ve ganciclovirin fare kemik iligi hiicrelerinde mikroniikleuslu
polikromatik eritrosit olusumunu uyardiklar tespit edilmistir. Benzer sekilde Phillips
vd. (1991) de fare kemik iligi hiicrelerinde g¢esitli niikleozid anologlarinin

mikroniikleuslu polikromatik eritrosit sayisini artirdigini rapor etmislerdir.

Aruna ve Jagetia (2001), pirimidin niikleozid analogu olan zidovudinin HelLa
hiicrelerinde doza bagli olarak mikroniikleuslu bintiklear hiicrelerin kontrole kiyasla
istatistiksel olarak onemsenecek oranda arttirdigini belirtmislerdir. Ayer vd. (1996)
zidovudinin farkli dozlar1 ile yaptiklar1 ¢alismada ise zidovudinin fare ve sigan kemik
iliginde MN’li eritrosit oranini arttirdigini bildirmislerdir. Bayram ve Topaktas
(2008)’1n lamivudin ile insan periferal lenfositlerinde yaptiklar1 ¢calismada, 100, 125,
150 pg/ml konsantrasyonlardaki lamuvidinin 48 saat uygulandigi kiiltiirlerde
mikroniikleus olusumunun 6nemli derecede arttirdigini ve bu artigin istatistiksel olarak

anlamli oldugunu rapor etmislerdir.
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Bu c¢aligmalarin aksine Tungeln vd. (2002) vyaptiklari bir ¢aligmada,
B6C3F1Tk"" farelerini dogumdan sonraki 1-8. giinler arasmnda lamivudinin 200
mg(3TC)/kg/glin konsantrasyonu ile muamele etmislerdir. Arastirmacilar lamivudinin
farelerin kemik iliginde kontrole oranla mikroniikleuslu polikromatik eritrosit

olusumunu arttirmadigini saptamiglardir.

Goriildiigti gibi baz1 ¢alismalarda niikleozid analoglarinin MN  olusumunu
indiikledigi, bazilarinin ise indiiklemedigi saptanmistir. Calismamizda kullandigimiz

entekavirin de MN olusumu {izerine herhangi bir etkisinin olmadigi goriilmektedir.

5.3. Entekavir’in Hiicre Boliinmesi Uzerine EtKisi

Entekavirin insan periferal lenfositlerindeki sitotoksik etkisi mitotik indeks ve

niiklear boliinme indeksi (NBI)’nin saptanmastyla belirlenmisti.

Calismamizda, 1,66, 3,33 ve 6,66 ug/ml konsantrasyonlarindaki entekavir ile 24
ve 48 saat muamele edilmis kiltiirlerdeki mitotik indekslerin  kontrolle
karsilastirildiklarinda doza bagl olarak bir diisiis gosterdigi, ancak bu diisiisiin pozitif
kontrol kadar olmadig1 goriildii. Bununla beraber 24 saat her ii¢ dozdaki (1,66, 3,33 ve
6,66 ng/ml) entekavirin mitotik indeksi 48 saate gore daha fazla disiirdiigii de
belirlendi. Entekavirin intraseliiller yar1 omrii 15 saattir. Muhtemelen entekavir
uygulama stliresinin uzamasi kiiltiirde entekavir miktarinin azalmasina veya entekavirin
ilk 15 saatten sonra parcalanmasina ve dolayisiyla etki gosterememesine neden
olmaktadir. Dolayisiyla 48 saat entekavir uygulanan kiiltlirlerde ilk 24 saat sonrasi
hiicrelerin bir kism1 6lmekte ve geri kalan kismi ise son 24 saatte tekrardan mitotik

aktivite kazanaraktan boliiniip mitotik indeksi artirmaktadirlar.

Niiklear boliinme indeksi (NBI), kimyasal veya fiziksel bir maddenin sitotoksik
etkisini gostermede Onemli bilgiler saglar (Fenech 1997). Calismamizda 24 ve 48 saat

1,66, 3,33 ve 6,66 pg/ml konsantrasyonlarindaki entekavire maruz birakilan kiiltiirlerde
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NBI'nin diistiigli, bu diislisiin 24 saat entekavir uygulanan gruplarda daha belirgin
oldugu ve kontrol ile kiyaslandiginda aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu

saptandi (p<0,05).

Entekavirin sitotoksisitesi ile ilgili literatiirde herhangi bir bilgiye suana kadar
rastlanilmamistir. Zhou vd. (2012) yaptigi bir c¢alismada, uzun siireli entekavir
kullannminin  periferik kan mononiiklear hiicrelerindeki etkileri arastirilmistir.
Caligmada entekavir kullaniminin mtDNA igeriginin azalmasina yol actig1 ve boylelikle

MI diistisiine neden olarak hiicre boliinmesini geciktirdigi saptanmustir.

Benzer tedavi amaci ile kullanilan farkli niikleozid/niikleotid analoglari ile
yapilan ¢alismalarda niikleozit/niikleotid analoglarmin sitotoksik etki gosterdigi rapor
edilmistir. Gonzalez ve Larrippa (1994)’nin yaptiklar1 bir c¢alismada 500 pg/mi
konsantrasyonundaki zidovudinin lenfosit hiicre kinetiginde 6nemli bir gecikmeye
neden oldugu ve 2500 pg/ml konsantrasyonunda ise Cin hamster yumurtalik

hiicrelerinin boliinmesini geciktirdigi rapor edilmistir.

Thust vd. (1996) yaptiklar1 bir baska calismada, piirin grubu niikleozid
analoglar1 olan acyclovir, valaciclovir, penciclovir ve ganciclovirin mitotik indeksi
kontrole oranla onemli oranda diistirdiikleri ve hiicre boliinmesini geciktirdikleri

gosterilmistir.

Lund vd. (2007) yaptigi ¢alismada ise zidovudinin HepG2 ve H9c¢2 hiicreleri
iizerine yiiksek toksisitesinin oldugu, hiicre 6liimlerini arttirdigr ve bunun yam sira

mtDNA oraninda diisiise neden oldugu rapor edilmistir.

Muhtemelen, niikleozid/niikleotid anologlari DNA sentezini uygunsuz bir
sekilde bloke ederek hiicre boliinmesini baskilamaktadir. DNA yapisina girerek etkisini
gosteren bu kimyasal maddeler mtDNA’smn1 olumsuz sekilde etkileyerek ATP
olusumunu geciktirmekte ve de boylelikle replikasyonu etkileyerek hiicre bdliinmesini

geciktirdigi  sOylenebilir. Epel (1963) ile Jain ve Andsorbhoy (1988)
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niikleozid/niikleotid analoglarinin hiicrenin enerji liretim merkezinin baskilamasi ve

gerekli ATP’nin tiretilmemesi sonucu MI oraninin diistiigiinii rapor etmislerdir.

Sonu¢ olarak; entekavirin insan periferal lenfosit hiicreleri iizerinde yiiksek
dozda ve uzun siire kullanim durumunda genotoksik etkisinin oldugu ve ilk 24 saat
icerisinde MI ve NBI’i diisiirerek sitotoksik etki gosterdigi sdylenebilir. Ancak,
entekavirin kesin genotoksisitesinin tespiti i¢in mutlaka uzun siireli kiiltiir, in vivo ve

gen diizeyinde ¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir.
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