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OZET

HEPATIT B’LIi HASTALARDA GENETIiK ARASTIRMALAR

Ars.Grv. Halit Akbas

Bu calismada; Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji Kliniginde
kronik aktif hepatit B tanis1 konmus, interferon alfa-2a ve interferon alfa-2b tedavisi
uygulanacak olan hastalarin prospektif olarak, tedavi Oncesi ve tedavi sonrasi
kromozomal anomali, mitotik indeks ve p53 geni kodon 72 polimorfizmi yoniinden
degerlendirilmesi ve kontrol grubu ile karsilastirilmas1 amaglanmaistir.

Bu amacla 58 kronik aktif hepatit B hastasi, uygulanan interferon tedavisine
gore iki alt gruba ayrilarak; tedavi Oncesi ve tedavi sonrast kromozom analizi ve
mitotik indeks yoniinden degerlendirilmislerdir. Hastalarin yas, cinsiyet, sigara ve
alkol kullanim kriterleri ile uyumlu ila¢ kullanmamis 30 saglikli bireyden olusturulan
kontrol grubu da kromozom analizi ve mitotik indeks yoniinden degerlendirilmistir.
P53 geni kodon 72 polimorfizmi icin ise; tedavi Oncesi biitiin hastalar ve kontrol
bireyleri PCR-RFLP teknigi ile analiz edilmislerdir.

Kronik aktif hepatit B’li hastalarin lenfosit kiiltiirlerinde tedavi oncesi goriilen
kromozomal anomali ortalamasinin kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak
anlamli oranda yiiksek (P<0.05), mitotik indeksin ise diisiik (P<0,001) oldugu
saptanmistir.

Interferon alfa-2a ve interferon alfa-2b tedavisine baslanmadan once ve alti
aylik tedavi siireci sonrasinda mitotik indeks ve kromozomal anomali yoniinden
yapilan inceleme sonucunda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi tespit
edilmistir (P>0,05).

Kronik aktif hepatit B’li hastalarda ve saglikli kontrol bireylerinde p53 kodon
72 polimorfizmine bakildiginda; kontrol grubuna oranla hasta grubunda homozigot
prolin genotipinin daha sik oldugu, homozigot arjinin genotipinin daha seyrek

oldugu, heterozigot sikliginin ise farkli olmadigi goriilmiistiir. Hasta ve kontrol
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gruplariin genotip dagilimlarindaki bu farkliligin istatistiksel acidan anlamli oldugu
saptanmugstir (p<0.05).

Gerek HBV’li hastalarda gerekse saglikli populasyonlarda hepatoselliiler
karsinom’un gelisme riski ile iliskili oldugu diisiiniilen homozigot prolin genotipine
sahip hasta ve kontrol bireylerinin lenfosit kiiltiirlerindeki kromozomal anomali
oraninin, diger genotiplerde (Arg/Pro ve Arg/Arg) gorillen kromozomal anomali
oranina gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu tespit edilmistir
(p<0,05). Mitotik indeks ortalamalar1 arasinda ise hasta ve kontrol gruplar1 arasinda
istatistiksel agcidan anlamli bir fark olmadigi saptanmistir (p>0.05).

Calisma sonunda elde edilen bulgular, Kronik aktif hepatit B’li hastalarin
lenfosit kiiltiirlerinde kontrol grubuna oranla kromozomal anomali oraninin yiiksek,
mitotik indeksin ise diisiik oldugu, hastalara uygun dozda uygulanan interferon alfa
tedavisinin ise bu acidan herhangi bir etkiye yol agmadig kanisin1 uyandirmistir.

P53 geni kodon 72 polimorfizmi yoniinden homozigot prolin genotipi
oraninin, kontrol grubunda diisiik ¢cikmasina karsin hasta grubunda yiiksek ¢ikmasi
ve bu genotipe sahip bireylerde kromozomal anomali oraninin da yiiksek olmast,
kronik aktif hepatit B’ ye yakalanmada bu varyantin bir risk faktorii olarak
degerlendirilebilecegi sonucunu dogurmustur. Daha hacimli c¢alismalarla bu
sonuclarin desteklenmesine gereksinim vardir.

Ayrica yapmayi planladigimiz bu calismalarda p53 geni kodon 72 polimorfizmi

ile hastaligin prognozu iliskisinin de 6zenle dikkate alinmasi diistiniilmektedir.

Anahtar sozciikler: hepatit B, kromozomal anomali, mitotik indeks, p53 geni, kodon

72 polimorfizmi.



ABSTRACT

GENETIC RESEARCH IN PATIENTS WITH HEPATITIS B

In this study, we aimed to prospectively evaluate the patients, diagnosed
earlier with active hepatitis B in the Clinic of Gastroenterology, Medical Faculty,
Dicle university and to receive interferon alpha-2a and interferon alpha-2b therapies,
in terms of pre-and post-treatment choromosomal abnormality, mitotic index and p53
gene codon 72 polymorphism and compare the findings with controls.

To that end a total of 58 patients with chronic active hepatitis B were divided
into two subgroups, depending on the interferon therapy given. They were evaluated
in terms of pre-and post-treatment chromosome analysis and mitotic index. In
addition, the controls that consisted of 30 healthy subjects who were consistent with
patients, age, sex, smoking and alcohol habits and who had not used medicine, were
also assessed for chromosomal analysis and mitotic index. For pS3 gene codon 72
polymorphism, all the patients and subjects in the control group were analysed prior
to the treatment by PCR-RFLP technique.

It was determined that the average value of choromosomal abnormality seen
in lymphocyte cultures of patients with chronic active hepatitis B statistically was
significantly higher than controls (p<0.05), whereas mitotic index was
lower(p<0.001).

As a result of analyses performed before starting the treatment with interferon
alpha-2a and interferon alpha-2b, and at the end of the treatment that lasted 6
months, it was determined that there was not any significant difference in terms of
mitotic index and choromosomal abnormality (p>0,05).

When p53 gene codon 72 polymorphism was checked in patients with chronic
active hepatitis B and healthy controls, it was observed that homozygous prolin
genotype was more common in patients with respect to controls, homozygous

arginine frequency was rarer and that heterozygote frequency was not different. It
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was determined that this differentiation in genotype distributions of patients and
controls was statistically significant (p<0,05).

Both in patients with HBV and in healthy populations, the rate of
choromosomal abnormality in lymphocyte cultures of controls and patients
possessing homozygous prolin genotype which is considered to be related to
hepatocellular carcinoma risk was found to be significantly higher than
choromosomal abnormality rate seen in the other genotypes (Arg/Pro and Arg/Arg)
(p<0,05). It was also observed that there was not any significant difference between
patients and controls for mitotic index rates ( p>0,05).

The findings optained as a result of the study have aroused the conviction that
choromosomal abnormality rate was higher in lymphocyte cultures of patients wit
chronic active hepatitis B with respect to controls, while mitotic index was lower,
and therefore, interferon alpha therapy applied at proper doses has not led to any
effect in this respect.

The fact that homozygous proline genotype rate was found to be low in control
group in terms of p53 gene codon 72 polymorphism, though high in patient group
and that choromosomal abnormality rate was high in individuals possessing this
genotype has led to the conclusion that this variant could be considered a risk factor
for development of chronic active hepatitis B.

More extensive studies are required to support these findings.

Moreover, in those studies that we have planned to conduct, the relationship
between p53 gene codon 72 polymorphism and prognosis of the disease is also

thought to be take into account carefully.

Keywords: hepatitis B, Chromosomal anomaly, mitotic index, p53 gene,
polymorphism.



3.1. GIRIS ve AMAC

Tek ©Onemli rezervuart insan olan hepatit B viriisi (HBV) tiim diinyada
yaygin olarak goriilmektedir. Diinyada 2 milyar insan HBV enfeksiyonuna
yakalanmakta ve bunlarin 350 milyonunda enfeksiyon kroniklesmektedir(1).
Tiirkiye’de ise 4 milyon insanin HBV’yi tasidig1 tahmin edilmektedir (2). Hepatit
B’ye bagli akut hepatitlerin ortalama %10’ unun kroniklestigi ve bunlarin 6nemli bir
boliimiiniin siroza doniistiigii; sirozlu olgularda da hepatoselliiler karsinom (HCC)
gelisme riskinin oldukga yiiksek oldugu bilinen bir gercektir. HBV tasiyicilarinda
HCC gelisme riski saglikli populasyona oranla yaklasik 200 kat daha yiiksektir. HBV
kronik hepatite, siroza ve HCC’ye yol acarak her yil diinyada yaklasik 1 milyon
kisinin oliimiine neden olmakta ve Oliim nedenleri arasinda onuncu sirada yer
almaktadir (3, 4).

Genel olarak HBV enfeksiyonuna maruz kalmak genis bir enfeksiyon
spektrumuna yol acmaktadir. HBV ile enfekte olan eriskinlerin %50-55’1 viriisii
elimine edebilmekte ve bunlarin %5-10’u kronik HBV tasiyicist olmaktadir. Bu
kronik HBV tastyicilarininsa %20-30’unda kronik hepatit B ve %5’inde ise uzun
siireli hastalik durumlarinda karaciger sirozu ve HCC gelismektedir. Inatgi bir
enfeksiyonla sonuclanan bazi nadir vakalarda ise karaciger hizla baskilanmakta ve
nihayetinde iflas etmektedir. Kimi HBV tasiyicisinda hayati tehdit eden bir
enfeksiyon gelistirirken baska tasiyicilarda viriisiin zararsiz olarak yasamasini
saglayan veya enfeksiyonu zararsiz bir klinik olgu olarak simirlayan belirleyici
faktorlerin, konagin sahip oldugu genetik faktorler olabilecegi bildirilmistir (5, 6).

HBV’nin, karaciger kanserinin olusumundaki direk ve dolayli yolla meydana
gelen kompleks rolii hala tartisilmaktadir. HBV-DNA sekanslarinin konak hiicre
genomuna integrasyonu, cis-etkili mekanizma ile bazi hiicresel genleri aktive
edebilmektedir. Kritik genlerdeki mutasyonlar birka¢ niikleotidin  sekans
degisikliklerinden, biiyilk DNA (Deoksiriboniikleik asit) fragmentlerinin delesyon,
amplifikasyon ve translokasyonlarini iceren biiyiik kromozomal anormallikere kadar

yayilan farkli tiplerde genetik degisikliklerle sonuglanabilmektedirler (7). HBV-



DNA integrasyonu sadece konak hepatosit genomunu degil ayni zamanda kan
hiicreleri gibi HBV tasidigi bilinen diger hiicreleri de hedeflemektedir. Konak
hiicrede meydana gelen HBV-DNA integrasyonu, artan kromozomal instabilite ve
genetik rekombinasyonlara yol acabilmektedir (8).

Hepatit B’li hastalarda yapilan arastirmalarda Onemli oranda sitogenetik
degisiklikler, kromozom hasarlar1 ve diisiik mitotik indeks tespit edilmistir (9-12).
Kronik viral enfeksiyonlarda immiin sistem hiicrelerinin sitogenetik instabilitesi,
DNA tamir mekanizmasinin inhibisyonu ve hedef hiicrelerdeki apoptozis dengesinin
bozulmasi ile iliskilendirilmistir. (13). Kronik HBV enfeksiyonunda, diger bazi viral
enfeksiyonlarda oldugu gibi periferal T hiicrelerinde hiicre 6liimiiniin
aktivasyonunun basglatildig1 ve apoptozisin gelistigi gozlenmistir.(14).

HBYV farkli viral proteinler sentezlemektedir. Bu proteinler viriislerin kendi
hareket alanlar1 bakimindan ve kromozomal instabiliteyi etkilemeleri yoniinden
onemlidir. Ornegin HBV kor proteininin histonlarla iliski kurabildigi, bu sekilde
kromozomal yapiy1 etkileyebildigi ve kromozom kondensasyonunu degistirebildigi
bildirilmistir (15). Baska bir ¢alismada hepatit B viriisiindeki X geni (HBX) ile
transfekte edilmis olan insan hepatoma HepG?2 hiicre serilerinde, kromozomal
degisiklikler ve mikroniikleus formasyonunda artis goriilmiis, HBX geninin konak
genomuna yerlesebildigi ve hepatoselliiler karsinomlarin ¢ogunda ekspresyonunun
oldugu belirtilmistir ( 16).

Timor siipressor bir proteinin sentezinden sorumlu olan p53 geninin yabanil
tipi, hiicrede olusan DNA hasarina yanit olarak hiicre dongiisiini G1-S kontrol
noktasinda durduran veya apoptozisi indiikleyen ve bdylece genetik mutasyonlarin
yavru hiicrelere ge¢isini engelleyen fonksiyonlara sahiptir.

p53 genindeki mutasyon, delesyon ve polimorfizmler; HCC’li hastalarin
karaciger tiimor dokularinda biiyiik oranda tespit edilmistir (17-20). Hepatit B viriisii
X proteininin (HBX) transkripsiyonel olarak p53 tiimor supressor genini inhibe ettigi
bilinmektedir. Lin ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada DNA hasar1 varhiginda HBX
Proteininin; p53’iin aktivitesini baskilama yoluyla p21’in ekspresyonunu azaltarak
hiicre dongiisiiniin G(0)-G(1) kontrol noktasinin regiilasyonunu bozdugu ve bdylece
hepatoma hiicrelerinin biiyiimesini tesvik ettigi sonucuna varmiglardir. Bu durum

HBV ile iligkili HCC’nin gelismesinin altinda yatan sorumlu molekiiler



mekanizmalardan biri olabilir (21, 22-25). Buna ek olarak p53 proteininin de HBV
enhancer/X promoterine baglanip onu baskiladig bilinmektedir . Bu ylizden HBX ve
p53, protein-protein interaksiyonlar1 ile birbirlerini inhibe edebilmekte ve
transkripsiyonel olarak baskilayabilmektedirler. Bu iki protein arasindaki karsilikli
inhibisyonlarin dengesi, HBV ile iligkili malignensilerin gelismesinde belirleyici bir
rol oynayabilmektedir (22, 26). Ayni zamanda bu durum p53 geninin, HBV
enfeksiyonlarinin klinik seyri iizerinde etkili bir genetik faktor olabilecegini akla
getirmektedir.

P53’iin prolin amino asiti yoniinden zengin bolgesi, hedef genlerin p53’e
bagh transaktivasyonu i¢in gereklidir (27, 28). p53 kodon 72 polimorfizmi, p53’iin
prolin amino asiti yoniinden zengin bolgesinde yer alan yaygin bir polimorfizm olup,
arjinin yada prolin amino asitlerini kodlamaktadir (29). Bu allelik varyantlar
proteinin;  primer hiicrelerdeki transformasyonu baskilamada, apoptozisi
indiiklemede ve transkripsiyonu aktive etme yetenegindeki fonksiyonunu
degistirmektedir (30-32). P53’iin kodon 72’deki polimorfik varyantinin ekspresyonu
ile (pro72 ve arg72) kanser hassasiyeti arasindaki iliskiyi arastiran birbirleri ile
uyumlu olmayan bir¢ok calisma yapilmistir. Bu calismalarda, kodon 72 deki prolin
allelinin akciger, 0zefagus, mide, meme, nazofarinks, iireter, prostat ve deri kanseri
icin potansiyel bir risk faktorii oldugu bildirilmistir (33-39). Bu calismalarla uyumlu
olmayan yayinlar da mevcuttur (40-45). Benzer sekilde P53 kodon 72 deki prolin
alleli ile HCC arasinda iliski oldugunu bildiren ¢alismalar da yapilmistir (46-49). Cin
populasyonunda yapilmis bir ¢alismada P53 kodon 72 deki homozigot prolin alleli
ile HCC’nin iligkili bulunmasi, bu homozigotlugun HCC i¢in potansiyel genetik risk
faktorlerinden biri olabilecegi ve bu polimorfizmin yiiksek HCC riski tasiyan
bireylerin taramasinda belirleyici bir markir olarak kulanilabilecegi sonucunu
dogurmustir (50).

Kronik hepatit B tedavisinde bugiin i¢in en sik kullanilan ila¢ interferondur.
Interferon tedavisi sirasinda Flu-like sendromu, istahsizlik sa¢ dokiilmesi, 1okopeni
ve trombositopeni gibi yan etkiler goriilmekte, I6kopeni ve trombositopeni saptanan
hastalarda dozun azaltildig1 ya da tedaviye kisa siire ara verildigi bildirilmektedir

(51-53).



Literatiirde interferon tedavisi sirasinda kromozom anomalisi ve sekonder
malignite  gelistigini  bildiren caligmalar olmakla birlikte, interferonlarin
antiklastojenik ve antitiimor etkileri olduguna dair calismalar da mevcuttur (54-59).

Yaptigimiz literatiir taramasinda hepatit B’li hastalarin kan hiicrelerinde
interferon tedavisi Oncesi ve sonrasit meydana gelen kromozomal anomaliler, mitotik
indeks ve p53 geni kodon 72 polimorfizmi arasindaki iliskiyi aragtiran herhangi bir
caligmaya rastlamadik.

Bu calismada; Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji Kliniginde
hepatit B tanis1 konmus, interferon alfa 2a veya interferon alfa 2b tedavisi
uygulanacak olan hastalarin prospektif olarak, tedavi Oncesi ve tedavi sonrasi
kromozomal anomali, mitotik indeks ve p53 geni kodon 72 polimorfizmi yoniinden

degerlendirilmesi ve kontrol grubu ile karsilastirilmas1 amaglanmaistir.



3.2. GENEL BILGILER

3.2.1. HEPATIT

Hepatit; viriislerin, toksinlerin, kimyasal maddelerin, otoimmiin olaylarin
veya bakterilerin neden oldugu karaciger inflamasyonudur. Klinikte goriilen
hepatitlerin biiyiik ¢ogunlugu viriislere baghdir. Viral hepatitler, genellikle akut
kendi kendine diizelen bir hastalik olarak goriiliir. Daha az olarak ise, devam eden ya
da tekrar eden hasar, diffiiz skar, portal hipertansiyon ve karaciger yetmezligine yol
acabilen kronik inflamasyona neden olur. Hepatotropik viriisler primer olarak
hepatositleri enfekte ederler. Bilinen hepatotropik viriisler; A, B, C, D, E, G
viriisleridir. Bu viriislerin hepsi akut hepatite neden olurlar. Ancak epidemiyolojileri,
karaciger hasarinin spektrumu ve kroniklesme insidansi patojene gore degisir (60,

61).

3.2.1.1. HEPATIT B ViRUSU

HBV hepadnaviridae ailesinin orthohepadnaviriis cinsinde yer alan
hepatotropik, zarfli ve kismen cift sarmall1 bir DNA viriisiidiir. Genomik yapis1 3200
niikleotitten olusur. Tiim hayvan DNA viriisleri i¢inde en kiiciik olamidir. HBV
enfekte ettigi hiicrelerde birden fazla partikiil olusturmas: nedeniyle de farklidir.
Enfekte ettigi kisilerin serumlarinin kismen saflastirilmis preperatlarinin incelenmesi
sonucunda, biiyiikliik, yapi ve miktar gibi Ozellikleri bakimindan 3 farkli tipte
partikiile rastlanmistir.
1-Dane partikiilleri: Yaklasik 42 nm (42-47nm) capinda, enfektif ozellikte, tam bir
viryon formunda ve kiiresel sekildedir.
2 -Kiiresel partikiiller: Yaklasik 22 nm (16-25 nm) c¢apinda, i¢inde niikleik asit
icermeyen ve infektif 6zelligi olmayan partikiillerdir.
3 -Tibiiler partikiiller: Yaklasik 22 nm c¢apinda, 50-500 nm uzunlugunda, niikleik
asit icermeyen, enfektif Ozelligi olmayan ve replikasyonun soz konusu oldugu
kisilerin serumlarinda bulunan partikiillerdir.

Her ii¢ partikiil de infekte konak serumunda yiiksek miktarda saptanabilirler;
Hepatit B yiizey antijenine (HBsAg) sahiptirler ve immiinojeniktirler. Dane
partikiiliiniin dis ylizeyi yaklasik 7-8 nm genislikte bir kilif ile kaplidir. Bu zarf,

yiizey antijen protein, glikoprotein ve hiicresel lipidleri icerir. Viryonun i¢ boliimii



27-28 nm capinda elektronu yogun kiiresel niikleokapsit icerir (62). C protein
niikleokapsitin temel yap1 proteinidir. HBV ‘nin bu ii¢ partikiiliinden enfeksiydz olan
form az iiretilir. Hiicre ii¢ tipte de yiizey antijeni ortak oldugu i¢in akut veya kronik
hastalarin serumlarinda HBsAg diizeyi cok yiiksek diizeyde gozlenirken Dane
partikiil, 0,1pg/ml’” yi nadiren gecer (11). HBV serum iginde 30-32°C’de
saklandiginda 6 ay siire ile ve -22°C’ de donduruldugunda yillarca enfektivitesini

korur (63).

3.2.1.2. HEPATIT B VIRUSUNUN GENOMIK YAPISI

Genomun tamami 3200 niikleotidden olusur. Kismen ¢ift sarmalli sirkiiler bir
DNA molekiiliidiir ve degisken uzunlukta tek sarmall1 bir bolge icerir. Genom iki
DNA sarmali icerir: Uzun (L veya negatif) sarmal; tam uzunluktadir yani 3200
niikleotid tasir. Kisa (S veya pozitif) sarmal, 1800-2700 aras1 niikleotid tasir. Bu
zincirler, ortak baz ciftlerine sahip olup sirkiiler bir yap1 halinde bulunmakla birlikte
her birinin 3’ ve 5° uclan birlesik olmadigindan aslinda lineer molekiillerdir (64).
Genetik bilginin tamami uzun sarmal iizerinde kodlanmis olup, bu sarmal S, C, P, X
kisaltmalar ile goOsterilen 4 degisik protein kodlayan niikleik asit dizisine (open

reading frame) sahiptir. Bunlar 4 farkli geni temsil eder.

3.2.1.2.1. S GENi:

Uc farkli baslangic koduna sahip oldugu icin, Pre-S1, Pre-S2 ve S olarak ii¢
farkli bolgeye ayrilir. Bu iic bolgeden 6zellikle Pre-S1 bolgesi 21-47 aminoasitler
arasinda hepatosit reseptoriine baglanma alanina sahiptir. Biitiin hepadnaviruslarda
bu bolge viryon partikiillerinin bir araya gelmesi, salinimi ve sonraki siirecte
hepatosit reseptoriine baglanmasi sirasinda anahtar rol alir. Pre-S2 bolgesi, 133-139
aminoasitler arasinda baglanma alanina sahipitir. Pre-S2’nin {irtinleri viriis-konak
hiicre baglanmasinda rol alarak HBV’ nin karaciger hiicresine tutunmasinda etkili

olmaktadir (62, 65).

3.2.1.2.2. C GENi:
Iki farkli baslangi¢ bolgesi oldugu igin, Pre-C ve C olarak iki bolgeye ayrilir.

Bu gen iizerindeki okuma islemi Pre-C’ den baslarsa olusan P25 polipeptidi oncelikle



endoplazmik retikulumda parcalamp daha sonrada C terminal bdlgesinin
modifikasyona ugramasi sonucu HBeAg olusur. Okuma C bolgesinde baglarsa P23
polipeptidi sitoplazmada kalip modifiye olmasi ile hepatit B’ nin ¢ekirdek antijeni
(HBcAg) olusur. HBcAg genellikle niikleer yerlesimlidir ancak aktif hastalik
doneminde veya viral replikasyonun cok yiiksek oldugu zamanlarda sitoplazmada

diffiiz bir yayilim gosterir (66).

3.2.1.2.3. P GENi:

P geni X ve C genleri ile kismen, S geni ile tamamen cakisir. Sonug olarak
uzun sarmal 1,5 defa okunmaktadir. Bu 6zellik nedeniyle HBV; bilinen en kiiciik
genomik yapiya sahip olmakla birlikte, kendini kodlama kapasitesi en fazla olan
hayvan virusudur. P geni DNA polimerazi sifreler, replikasyon RNA aracilig ile

oldugundan DNA polimeraz bir reverse-transkriptaz fonksiyonu da goriir (63, 66).

3.2.1.2.4. X GENi:
En kiiciik gen bolgesidir. HBxAg’ yi kodlar. HBxAg hepatositlerde gegici bir
siire tespit edilebilmektedir. X proteininin transaktivasyon islevli oldugu

diistiniilmektedir (66).

3.2.1.3. VIRAL PROTEINLER:
3.2.1.3.1. Yiizey Proteinleri:

Pre-S/S geninin iirtinleri olup sentezlenen proteinler aminoasit sayisina gore L
(large), M (middle), S (small) olarak ayrilir. Bu ti¢ farkli konfigiiratif yapinin farkl
gorevleri vardir (67) .

-L Tipi: Hepatositlere tutunmada ve kor partikiillerinin kiliflasmasinda
gorevlidir.

-M Tipi: Pre-S2 glikan aracilig1 ile HBV’nin hepatosite baglanmasini saglar ve
HBV’nin hiicre i¢ine absorbsiyonunda gorev alir.

-S Tipi: Kor partikiillerinin kiliflagmasinda gorevlidir (63, 64).



3.2.1.3.2. Kor Proteinleri:

-HBe Proteini: Pre-C bolgesinden baslayan okuma sonucu olusur. immiin yanitin
asil hedefi olan HBc iizerindeki immiin baskinin azalip, viriisiin yasaminin
uzamasinda HBe’nin varlig1 6nemlidir.

-HBc Proteini: C gen bolgesince sentezlenir. Genelde intraniikleer yerlesimlidir.

3.2.1.3.3. P Proteini:
P geni tarafindan olusturulur. Cok islevlidir. Aminoterminal pargasi, DNA
negatif sarmal sentezini baslatacak olan terminal proteini olusturur. Santral parca,

DNA pozitif sarmal icin DNA’ ya bagimli polimerazi olusturur (65-68) .

3.2.1.3.4. X Proteini:
Viral hiicresel genleri transaktive etme 0Ozelligi olan kiiglik sitoplazmik
proteinlerdir. X proteini normal P53 (tiimor supressor gen iiriinii) islevini bozar.

Bunun da HBV’ de gelisen karsinomlarla ilgili oldugu diistiniilmektedir (69).

3.2.2. INTERFERONLAR

Immiinomodiilatér, antiviral ve antiproliferatif etkilere sahip olan
sitokinlerdir. Cesitli uyaranlara cevap olarak okaryotik hiicrelerden salinan, genis bir

biyolojik aktiviteye sahip sitokinlerdir. Ug tip interferon bulunur.

3.2.2.1. INTERFERONLARIN TIPLERI

3.2.2.1.1. interferon Alfa (IFN-0): Bazi antijen ve viriislerin uyarisi ile
cogunlukla monositler ve transforme B lenfositler tarafindan iiretilir. Aktiviteleri
birbirlerine benzeyen, farkli genler tarafindan kodlanmis 30 kadar alt tipi vardir.
Klinikte en yaygin olarak kullanilan alfa interferondur.

3.2.2.1.2. interferon Beta (IFN-B): Viriislerin ve poliriboniikleotidlerin uyarisiyla
fibroblastlardan salgilanir. Tek tiptir. Aminoasitlerinin dizilisi IFN alfa ile benzerdir.
Bu nedenle alfa ve beta IFN’ larin hiicre yiizeyindeki reseptorleri ortaktir. Antiviral

ve immiinomodiilator etkileri benzerdir.



3.2.2.1.3. interferon Gama (IFNy): Uyar: ile T lenfositlerinden salimrlar.
Antijenik ve kimyasal yapist digerlerinden farklidir. Diger IFN’ lara gore

imminomodiilator etkisi fazla iken, antiviral etkisi daha azdir.

3.2.2.2. INTERFERONLARIN ETKi MEKANIZMALARI
Makrofajlar, dogal oldiiriicii hiicreler (NK) ve sitotoksik T hiicre
aktivitelerini artirarak infektif hiicrelerin eliminasyonunu saglarlar. Bu etkilerini

0zgiil reseptorler araciligiyla gosterirler. Baslica 3 ana etkisi vardir: (25)

3.2.2.2.1. Antiviral Etki: Bu etki ile viral enfeksiyonun sinirlanip, yayilmasi
onlenir. Bunun icin interferonlar viriisiin hiicreye girisini ve viral RNA ile protein
sentezini inhibe ederler. Viriis ile enfekte olan hiicrede IFN genleri aktive olur ve
ekstraseliiler siviya interferon salmisi gerceklesir. IFN’lar burada yayilip diger
hiicrelerin yiizeylerindeki reseptorlere baglanip antiviral etki gosterirler. Reseptore
baglanma ile antiviral genler aktive olur ve antiviral prosediirde artigla viral
replikasyon durdurulur. Reseptore bagli interferonlar antiviral etkisini iki yeni
enzimin sentezlenmesini kolaylagtirarak gosterir. Yeni sentezlenen bu iki enzim
protein kinaz ve 2’-5’ oligoadenilat sentetazdir. Bunlardan 2’-5" oligoadenilat
sentetaz endoniikleazi uyararak viral RNA’ nin parcalanmasini saglarken, protein
kinaz fosforilasyon yoluyla protein sentezinin azalmasina neden olur. Sonucta hem
enfekte hiicrelerdeki enfeksiyon kontrol altina alinir hem de nonenfektif hiicreler

korunmus olur.

3.2.2.2.2 imminmodiilator Etki: interferonlar sitotoksik T, natiirel killer
hiicreler ve makrofajlar1 aktive ederek sitokin yapimini, immiin globiilin sentezini,
HLA smif I ve II antijenlerinin hiicre ylizeyindeki ekspresyonunu artirarak
immiinmodiilator etki gosterir. Interferonlar HLA sinif I molekiillerini artirip viriis
antijenlerinin sitotoksik T hiicreler tarafindan taninmasini ve enfekte hepatositlerin
yok edilmesini saglarlar. Interferon yoklugu veya defektif olmas1 enfekte hepatosit

taninmasinda bozukluga ve enfeksiyonun eradike edilememesine neden olur.
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3.2.2.2.3. Antiproliferatif Etki: Interferonlar bu etkileriyle HBV’ ye bagli HCC
gelisimini  onleyebilir. Interferonlarin, normal hiicrelerde reversibl, neoplazik
hiicrelerde ise irreversibl sitotoksik etkileri vardir. Onkojen viriislerin transforme
edici etkilerini yok ederler. Interferonlar bu etkileri nedeniyle KML, Kaposi
Sarkomu gibi bir¢ok kanser tiirlerinin tedavisinde de kullanilmaktadir (60, 70, 71).

3.2.2.3. INTERFERON TEDAVISINDE AMACLAR

-Viral replikasyon belirleyicilerinin yok edilmesi

-Bulastiriciligin azaltilmasi

-ALT’nin normal sinirlar icine ¢ekilmesi

-Karacigerde inflamasyonun azaltilmasi

-Klinikte goriilen semptomlarin giderilmesi

-Hastaligin ilerleme hizinin azaltilip siroz ve HCC gelisiminin 6nlenmesi, yagam

siiresinin uzatilmasi (58).

3.2.2.4. INTERFERONLARIN YAN ETKILERI

1-Sistemik Yan Etkiler: Hag alimindan birkag¢ saat sonra ates, iisiime, bulanti, kusma,
ishal goriilebilir. Ates tedavi Oncesi verilen antipiretiklerle kontrol edilebilir. Sag
dokiilmesi, hipersensivite gozlenebilir.

2-Hematolojik Yan Etkiler: Trombosit, beyaz kiire ve hematokritte diisme
3-Norolojik Yan Etkiler: Kulak ¢inlamasi, bas donmesi, isitme azlig1, konsantrasyon
giicliigii ve nadiren de deliryum, koma goriilebilir.

4-Psikolojik Yan Etkiler: Depresyon, irritabilite

5-Otoimmiin Yan Etkiler: Otoantikor ve anti-interferon antikorlarinin gelismesi,

hipertiroidizm, hipotiroidizm, diyabet, hemolitik anemi goriilebilir (58).

3.2.3. p53 GENi

1979 yilinda, simian viriisii (SV40) ile transforme edilmis hiicrelerde yapilan
arastirmalar sirasinda viral bir antijenle birlikte ¢oken bir protein kesfedilmistir (72,
73). Sonradan p53 olarak adlandirilan bu proteinin, ilk caligmalarda tipik
onkogenlerin kodladig1 onkoproteinler gibi hiicre kiiltiirlerinde hiicreleri transforme

edebilmesi nedeniyle, onceleri onun da bir onkogen iiriinii sanilmasina yol agmustir.
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Daha sonraki caligmalarda, proteinin yalnizca mutant seklinin bu 6zelligi gosterdigi
anlasilmistir. Kanser dokusunda p53 mutasyonlar1 ilk kez 1989 yilinda kolon
tiimorlerinde saptanmistir (74). Bu tiimorlerde, hem p53 geninin bulundugu
kromozom 17pl13°deki allelik delesyon ve nokta mutasyonlarinin Knudson’in iki
vurus modeli ile uyumlu olmasi, hem de proteinin normal seklinin hiicre
kiiltiirlerinde transformasyonu baskilamasi p53’iin baslangicta sanildiginin aksine,
timor supressor aktiviteye sahip oldugunu gostermistir. Sonraki bir¢ok calismada
pS53’lin insan tiimorlerinin en az yarisinda (kolon, karaciger, kemik, beyin, 6zefagus

kanserleri) mutasyona ugradigi anlasilmistir (72, 75).

3.2.3.1. p53 GENIi VE PROTEINININ YAPI VE OZELLIiKLERI

P53 geni kromozom 17p13.1 lokusunda 20 kb’lik (20303b¢) DNA kesimi
tizerinde bulunur (75). 2.6 kb (2629 b¢) mRNA iiretmek iizere kombine olmus 11
ekson icerir (76). Kodladig1 protein 393 amino asitten olusur ve 53 kDa’luk niikleer
protein iirtiniidiir. 1. eksonu kodlamayan (non-coding) bir eksondur. Bu bolgenin
kararli bir ilmek olusturarak yabanil p53’e siki bir sekilde baglanip, mutant p53’e
baglanmadig gosterilmistir. Bu baglanma, p53 mRNA’sinin tranlasyonunu spesifik
olarak engelleyerek, hiicrede p53 proteini seviyesini bu yolla kontrol edebilmektedir
(76-79).

P53 proteini (53000 dalton), “‘upstream” regiilator bolgelerinde veya
intronlarinda p53 baglama bolgeleri olan genlerin ekspresyonunu aktive eden diziye
0zgii DNA baglama proteinidir. P53 proteini, hiicre tipi hasar diizeyi benzerlik ve
heniiz tanimlanmamis bir¢cok parametreye bagli olarak farkli yollarla aktive edilen
yiizlerce gende bulunan DNA tanima sekanslarin1 baglayan bir transkripsiyon faktorii
olarak gorev yapmaktadir (80-82).

P53 proteini her biri spesifik fonksiyonlara sahip 5 bolgeye ayrilabilir (Sekil
1.). Bunlar;
3.2.3.1.1. Amino terminali: 1-39’a kadar olan amino asit rezidiilerinden olusan
asidik bir  transaktivasyon bolgesi ve Mdm?2 proteini baglanma bolgesidir (83). Bu
bolge gen ekspresyonunu diizenler.
3.2.3.1.2. Prolince zengin bolge: 40-100’e kadar olan aminoasit rezidiilerinden

olusan p53’iin ¢ogunlugunda korunmus olan, tekrar eden prolin rezidiileri serilerini
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iceren bolgedir (84). Bu bolge tranaktivasyon fonksiyonu ve apoptozis icin de
gereklidir ve p53’iin negatif regiilasyonunda gorev almaktadir (85).

3.2.3.1.3. Merkezi (sentral) veya kor bolge: 101-306’ya kadar olan aminoasit
rezidiilerinden olusan diziye 6zgii DNA baglama bolgesini kapsamaktadir (83). DNA
baglama bolgesindeki mutasyonlar p53’iin timor supresor aktivitesini degistirirler ve
kanserde yaygindirlar (77).

3.2.3.1.4. Oligomerizasyon (tetramerizasyon) bolgesi: 307-355’e kadar olan
aminoasit rezidiilerinden olusan bolgedir. Dimerizasyon i¢in gerekli olan bir alfa-
heliks tarafindan izlenen beta zinciri icerir (83). Yaygin olmasa da, oligomerizasyon
bolgesindeki mutasyonlar, tetramerizasyonu, DNA baglayiciligini ve tiimor hiicresi
gelismesinin inhibe edilmesini engeller (86).

3.2.3.1.5. Karboksi terminali: 356-393’¢ kadar olan aminoasit rezidiilerinden
olusan bazik bolgedir. U¢ adet niikleer lokalizasyon sinyali ve hasarli DNA’ya
baglanan bir nonspesifik DNA baglama bolgesi, ayrica RNA’ya 6zel olarak baglanan
amino asitler igerir. Bu bolge, kor bolgenin DNA baglama o6zelliginin negatif
regiilasyonunda ve DNA tamir prosesinin p53 tarafindan regiilasyonunda gorevlidir
(81, 74). Bu bolgenin p53’iin apoptotik aktivitesini kontrol ettigi de gosterilmistir
(87).

Oli:nrr_lieri.ﬂ!s}fnn
Prolince zengin hislge hilgesi
N P D (0] Cc
Transaldivasyon Spesifik DINA baglyxa Earhoksiterminali

Sekil 1. p53 proteininin bolgeleri (88).

3.2.3.2. P53 GENININ AKTIVASYONU
Normalde, sadece 20 dakikalik bir yar1 omre sahip oldugu icin p53’iin

hiicresel konsantrasyonu diisiiktiir. Ustelik p53, protein fonksiyonu icin aktivasyona
ihtiya¢ duyan latent bir formda bulunur (86). Diisiik riboniikleozid trifosfat seviyeleri
pS53’i stimiile etse de, p53’i aktive eden baslica upstream olaylar DNA hasar1 ve

hipoksidir. DNA hasari, yiikselmis bir p53 seviyesi, daha uzun bir yar1 Omiir ve
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transkripsiyon faktorii olarak aktivasyonla sonuclanir. P53’tin DNA hasarimi tam
saptama mekanizmasi ve sonraki dahil oldugu sinyal transdiiksiyon yollar iyi
tanimlanmamustir. Bununla birlikte, DNA ipligi kiriklar1 ve DNA tamir aracilarinin
p53’ii aktive ettigi diistiniilmektedir (89). Hipoksi p53 proteininin konsantrasyonunu
yiikseltir ve aktive eder. Bu belki de hipoksik hiicrelerin p53 araciligiyla
apoptozisine yol acar (86).

3.2.3.3. P53 PROTEINININ FONKSIYONLARI:

P53’tin fonksiyonlar1 ¢esitli ve komplekstir. P53 aktivasyonunu izleyen
hiicresel cevaplar: hiicre siklusu regiilasyonu, DNA tamiri ve apoptozistir. Bu
konudaki genel diisiince, DNA hasara ugradiginda, p53 aracili yollarin hasari, hiicre
siklusunu durdurarak veya DNA tamiriyle diizeltmeye giristigidir. Eger hasar tamir
edilemeyecek kadar biiyiikse, p53’ii apoptoza tesvik eder.

Yabanil p53’iin hiicre siklusu iizerinde, p16, siklin D1, siklin bagiml kinaz-
4(Cdk4), retinoblastoma (Rb) yolu ve p21 (Wafl-cipl) yolunu da kapsayan bir¢ok
regiilator yolu iceren sayisiz etkisi vardir (77).

Bircok faktor p53 aracili apoptozu artirabilir veya engelleyebilir. Ornegin
myeloid 16semik hiicreler, yabanil p53’iin aktivasyonuyla apoptoza ugrayabilirken,
interlokin-6"nin varliginda apoptoza ugramazlar ki, bu da interlokin-6"nin p53 aracili
apoptozisi ortadan kaldirdigini akla getirmektedir (90).

Son zamanlardaki veriler, p53’iin hiicre yaslanmasinda bir rolii oldugunu akla
getirmektedir. Hiicre kiiltiirlerindeki mutant p53, hiicrelerin yaslanmasini erteleyerek
hiicrenin yagsamini uzatmaktadir (91).

P53, bircok viral proteinle (HBV-HBX proteini, HPVOnkoprotein E6,
Adenoviriis Onkoproteini(E1B), SV 40 biiyiik T antijeni, onkoge iiriinleriyle (Mdm?2,
C-Abl) ve transkripsiyon faktorleriyle (TFIIH,WT1,TATA Baglayan protein) énemli
fizyolojik yollarla karsilikli olarak etkilesir (77).

3.2.3.4. PS3 GEN MUTASYONLARI:
Insan p53 mutasyonlarinin ilk kez 1990 yilinda kolorektal kanserlerde
dokiimante edilmesinden sonra, pek ¢ok laboratuar tarafindan yapilan ¢alismalarda,

doku orjini ve etyolojiden bagimsiz olmak iizere, insan kanserlerinin biiyiik
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cogunlugunda, bu genin mutant veya inaktif oldugu goriilmiistiir(92). p53
mutasyonlar1 insan kanserlerinin yaklasik %50’sinde bulunmusgtur (82).

p53 mutasyonlari; delesyon, insersiyon, trunkasyon (truncation-budanma)
veya nokta mutasyonlar1 seklindedir. Tiimorlerde genellikle yabanil allelin delesyona
ugramasiyla olusan, heterozigotlugun kaybt (LOH=loss of heterozygosity)
s0zkonusudur. Biitiin mutasyonlarin %85’ten fazlas1 bir yanlis anlamli (missense)
proteinin {iretimiyle sonug¢lanan tek amino asit substitisyonlaridir (85, 86).

pS53 mutasyonlarinin biiyliik cogunlugu (%90’dan fazlas1) sekans-spesifik
DNA baglayan kor bolgede olusmakta ve yaklasik %50’si bu bolgedeki 175, 248,
249, 273 veya 282 olmak iizere bes “hot spot” kodonu degistirmektedir(86, 92).
Neredeyse biitiin belli bagh kanser tipleri (deri, akciger, meme, mesane kanseri,
gastrointestinal sistem ve hematolojik kanserler) DNA baglayan bolgeye dagilmis
olan mutasyonlar gosterirler. Genellikle kor bolgedeki mutasyonlar, direkt olarak
DNA’ya baglanan aminoasitlerde (6rnegin 248. ve 273.) veya p53’iin
konformasyonunu degistirerek spesifik DNA baglayicilifini engelleyen (6rnegin
143. ve 175.) amino asitlerde olusan mutasyonlar olarak siniflandirilabilir (91, 93).

Farkli mutasyon tiplerinin gosterdigi mutasyon frekanslari icinde G:C—A:T
transisyonlar frekans1 %42,6 ile en yiiksek degerdedir. G:C—T:A transversiyonlari
%16,8 ile ikinci sikliktaki mutasyon tipidir. Diger mutasyonlar A:T—G:C
transisyonlar1 %10,7 , delesyonlar %8,9 , G:C—CG tranversiyonlar1 %8 , A:T—-T:A
transversiyonlart %5,6 , A:T—C:G transversiyonlar1 %3,7 , insersiyonlar %2,6 ,

CC:GG—TT:AA double transisyonlar1 % 0,7 olarak dagilim gostermektedir (92).

3.2.3.5 P53 GEN POLIMORFiZMLERI

Giiniimiizde insanda 456 adet P53 polimorfizmi tanimlanmistir. P53 geninin
aminoasit dizilimini etkilemeyen baslica polimorfizmleri: C21T (2. ekzon), G36A
(4.ekzon) ve A213G (6. ekzon) nokta mutasyonlaridir. (sessiz mutasyonlar) (94, 95).
Aminoasit dizilimini etkileyen onemli polimorfizmler ise C47T (prolin-serin; 4.
ekzon) ve G72C (arginin-prolin; 4. ekzon) polimorfizmleridir. Bunlardan o6zellikle
G72C 6nemli olup basta serviks kanseri olmak iizere cesitli kanser tiirleri ile iliskisi
tizerinde yogun olarak durulmaktadir (96). Bu giine kadar saptanmis olan p53 gen

mutasyonlarini  ve polimorfizmlerini internetteki veri tabanlarinda izlemek
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miimkiindiir (97). Halen 16000’in tizerinde somatik ve 200’iin {izerinde germline p53

mutasyonu oldugu bilinmektedir.

3.2.3.6. p53 GENI KODON 72 POLIMORFiZMi

Yabanil tip p53 kodon 72’de iki yaygin polimorfik varyant tanimlanmaistir.
Bu polimorfizmler 72. aminoasit pozisyonunda ya prolin (p53 Pro) yada argininin
(p53 Arg) yer degisimi ile sonuglanan tek bir niikleotid substitusyonlarindan
kaynaklanmaktadir. Arginin (Arg, CGC) biiyiik polar ve prolin (CCC) kiiciik polar
aminoasit rezidiisiidiir (98, 99). Bu nonkonservatif aminoasit degisimi p53’iin
prolince zengin bolgesinde bulunan PXXP (P: prolin, X; herhangi bir amino asit)
SH3-binding motiflerinden biriyle ilgili olup, p53’iin biyokimyasal ve fonksiyonel
ozelliklerini etkiler. pS3 Pro, gii¢lii bir transkripsiyonel aktivatordiir ama apoptosizi
indiikleyici 0©zelligi p53 Arg’den daha azdir. Arg 72 varyantlarinin, Pro 72
varyantlarma gore 5 misli daha fazla apoptozisi indiiklemektedir. Farkli
epidomiyolojik calismalarda; adenokarsinom gelisim riski ve Pro/Pro genotipi varligi
arasinda bir iliski bulunmustur. ilgin¢c olarak Arg/Arg genotipi’de epidermoid
karsinomal1 bireylerde fazla oranda tespit edilmistir. Pro/Pro genotipi hepatoselliiler
karsinomlarla da iligkili bulunmustur. Ciinkii bu genotipin apoptotik 6zelligi azdir

(44, 94, 100, 101).

3.2.4. KROMOZOM ANOMALILERI

3.2.4.1. SAYISAL ANOMALILER

Somatik hiicreler diploid sayida (2n = 46) olgun gamet hiicreleri ise haploid
sayida (n = 23) kromozom icermektedir. Gametlerdeki haploid (n) ve normal somatik
hiicrelerin diploid (2n) kromozom sayis1 6ploidi 6rnekleridir. Oploidi ve anoploidi
olmak iizere iki grubu vardir:
1) Oploidi: Hiicrelerdeki kromozom sayisimin (n = 23) tam kat1 kadar artis veya
azalmalardir.
a) Triploidi: Temel kromozom sayisinin ii¢ kat oraninda artmasidir (3n = 69).

b) Tetraploidi: Temel kromozom sayisinin dort kat oraninda artmasidir.
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¢) Endorediiplikasyon: Sitoplazma boliinmesinin gerceklesmemesi nedeniyle kendi
kat1i kadar artmis kromozomlarin ikiser kromatidli kromozom ciftleri halinde
olmasidir.
d) Yiiksek Poliploidiler: Karyotipte 4n’den daha fazla kromozom bulunmasidir.
2) Anoploidi: Temel kromozom sayisinin katlar1 kadar olmayan artma ya da
eksilmelerdir. Andploidi, poliploidiye gore daha sik ortaya ¢ikar ve kromozomal
sendromlarin biiyiik bir boliimiinde gozlenen diizensizliktir.
a) Hiperploidi: 2n + 1 ve 2n + 2 gibi kromozom sayisindaki artmalardir.
b) Hipoploidi: 2n - 1 ve 2n - 2 seklindeki kromozom sayisindaki azalmalardir.
¢) Miksoploidi ya da Mozaisizm: Ayni zigottan kaynaklanan organizma ya da
herhangi bir dokunun degisik hiicrelerinde, degisik kromozom kurulusuna
rastlanilmas1 durumudur.

Andploidi, insanlarda rastlanan kromozomal hastaliklarin en yaygini ve en
cok klinik onemi olan tipidir. Spontan diisiik olgularinda, andploidi orant % 70 - 75
olarak bildirilmektedir. Somatik hiicre ve gametlerde hiicre boliinmesi sirasindaki
hatalar sonucu ortaya ¢ikan anoploidinin olusumu baslica iki mekanizma ile
aciklanmaktadir. Bunlar;
- Nondisjunction (Ayrilamama) ve
- Anafaz laggingdir (Anafazda geri kalma).
a) Nondisjunction: Birinci veya ikinci mayotik boliinme sirasinda iki ayr hiicreye
gitmesi gereken bir kromozom ¢iftinin her iki iiyesinin birbirinden ayrilmayip
birlikte bir tek hiicreye gitmesi olayidir. Bdylece s6z konusu kromozomdan,
gametlerin birinde hi¢ bulunmazken diger gamette normalde bir tane bulunmasi
gereken kromozomdan iki tane bulunmaktadir. Bu hatali gamet, s6z konusu
kromozomdan bir tane i¢eren karsi cinsteki normal gametle birlesince, olusan zigotta
bu kromozomdan iki yerine ii¢ tane bulunmakta ve bdyle bir hiicreye de trizomik
hiicre ad1 verilmektedir. Bu kromozomu tasimayan diger hatali gamet ise normal
olarak bu kromozomdan bir tane tasiyan karsi cinsten gamet ile birlesince olusan
zigotta iki yerine bir kromozom bulunmakta ve boyle bir hiicreye ise monozomik
hiicre ad1 verilmektedir.
b) Anafaz lagging: Anafazda, kutuplara goc sirasinda ortaya c¢ikan hata sonucu,

kromozomlardan bir tanesi yeni olusan yavru hiicrenin disinda kalmakta veya oteki
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grup ile birlikte diger hiicrelere gitmektedir. Geride kalan kromozom higbir hiicreye
gidemeden ortadan kaybolmus ise, yeni olusan iki hiicreden biri normal, digeri ise
monozomik olmaktadir. Geride kalan kromozom diger hiicreye katilmis ise hiicre

trizomik olmaktadir.

3.2.4.2. YAPISAL ANOMALILER

Yapisal anomalilerin esas mekanizmasi kromozomda olusan kirilmalardir.
In vitro ¢alismalar, iyonize radyasyonun, viral enfeksiyonlarin ve mutajenik kimyasal
ajanlarin kromozom kiriklarina neden olduklarim1 gostermistir. Kiriklar, ender olarak
kendiliginden meydana gelmektedir. Kiriklar sonucu olusan kromozomal yeni
yapilarda, genetik bilgi ve materyalin normal icerigi korunmus ise yapisal anomali
dengeli olarak, genetik bilgide eksilme veya artma séz konusu ise dengesiz olarak
tanimlanmaktadir.
1) Yer Degistirme (Translokasyon): Kromozom materyalinin, kromozomlar
arasindaki degisimidir. Her iki kromozomda kiriklarin olugsmasi ve normalin disinda
bir yeniden diizenleme ile tamir edilmesi ya da mayoz sirasinda homolog olmayan
kromozomlar arasindaki rekombinasyondan kaynaklanmaktadir. Bu degisimde
genellikle DNA kaybir olmaz ve kisi klinik olarak normaldir (Dengeli Trans
lokasyon).
2) Artma (Duplikasyon): Homolog olan ya da olmayan iki kromozomdan birinden
kopan bir parcanin diger kromozoma eklenmesidir.
3) Eksilme (Delesyon): Bir kirilma sonucu kromozomun kiiciik bir parcasinin
kopmasidir.
4) Gap (Aralk): Kromozomun herhangi bir bolgesinde kromatidin enini gecmeyen,
kromozom ekseninden hafif sapmis, boya almayan bir bolgenin goriilmesidir.
a) Kromatid gap: Gap’in kromozomun bir kromatidinde goriilmesidir.
b) Izokromatid gap: Gap’in kromozomun her iki kromatidinde goriilmesidir.
5) Kirik: Kromozomun herhangi bir bolgesinde, bir kromatid enini asan ve
kromozom ekseninden sapan boyanmamig bolgelere denir.
a) Kromatid kinigi: Kirik olarak degerlendirilen diizensizligin kromozomun bir

kromatidinde goriilmesidir. Bir kromozomun iki kromatidinden yalnizca birinde
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kirilma olur ve hiicre boliinmesi sirasinda anafazda kromatitlerin kutuplara ¢ekilmesi
sonucu olusan yavru hiicrelerden biri kusurlu kromozom bulundurur.

b) Izokromatid kirik: Kirk olarak belirtilen bozuklugun, kromozomun her iki
kromatidinde ve es kesimlerinde goriilmesidir. Bu durumda hiicre boliinmesi
sirasinda anafazda kromatitlerin kutuplara ¢ekilmesi sonucu olusan yavru hiicrelerin
her ikisi de kusurlu kromozom bulundurur.

6) iki sentromerli kromozom (disentrik kromozom): Kromozomda bir yerine iki
sentromerin bulunmasidir.

7) Sentromersiz kromozom: (asentrik kromozom, asentrik fragment) Birbirine
paralel duran, sentromerleri goriinmeyen ya da bulunmayan kromozomlardir.

8) Minik kromozom (minute): Sentromersiz kromozomlardan daha kiiciik kromatid
ciftleridir. Goriiniislerinden dolayr kromozom ya da kromatin damlacigi olarak
tanimlanirlar.

9) Halka kromozom (yiiziik, ring): Kromozomun iki ucunun birleserek yiiziik
goriiniimii olusturmasidir.

10) Yapiskanhk: Kromozomlarin yi1gin haline gelmesidir.

11) Satellit assosiasyonu: Biiyiik ve kiiciik akrosentrik kromozomlarin metafaz
plaklarinda beklenenden daha sik olmak iizere kisa kollarindaki uydular1 birbirine
cevirmis bicimde bir araya gelerek rozet bi¢cimi toplanmalaridir.

12) iri satellitler: D ve G Grubu kromozomlardaki satellitlerin normalden biiyiik
goriilmeleridir.

13) Sentromer boéliinmesinde asenkroni: Sentromerlerin ayni zamanda

boliinmemesidir (102).

3.2.4.3. MITOTIK INDEKS
Mitotik indeks incelenen bir dokuya ait sayilan 1000 hiicrede boliinen hiicre
sayisinin yiizde olarak hesaplanmasidir. Mitotik indeks degerleri hiicrelerin mitoza

giris hizim gosterir (103, 104).
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3.3. GEREC VE YONTEM

Calismanin materyalini Dicle iiniversitesi Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji
Kliniginde kronik aktif hepatit B tanis1 konmus olup, alt1 ay boyunca interferon alfa-
2a veya interferon alfa-2b tedavisi uygulanacak olan hasta bireylerle, saglikli
kisilerden olusan ila¢c kullanmamis kontrol bireyleri olusturmustur. Kronik aktif
hepatit B tanis1 konmus 58 bireyden olusan hasta grubu, uygulanacak interferon
tedavisine gore iki gruba ayrildi. Bunlardan grup A’ya (n=29); PEG IFN alfa-2a
(Pegasys®, Roche, Basel, Isvicre) 180 mcg veya 135 mcg alt1 ay boyunca haftada 1
kez subkutan, grup B’ye ise (n=29) PEG-IFN alfa 2b (Pegintron®, Schering, Las
Piedras Puerto Rico) 1.5 mcg/kg/hafta alti ay boyunca haftada 1 kez subkutan
baslandi.

Calisma kapsamindaki 58 kisiden olusan her kronik aktif hepatit B hastasi
icin birer pedigri olusturuldu. Pedigri analizinde hastalarin yas, cinsiyet, sigara ve
alkol kullamim kriterleri ele alindi. Yine hastalarin yas, cinsiyet, sigara ve alkol
kullanim kriterleri ile uyumlu 30 saglikli bireyden olusan bir kontrol grubu

olusturuldu. Caligsma i¢in olusturulan gruplarin 6zellikleri asagida belirtilmistir;

1. Hasta grubu: interferon tedavisi uygulanacak olan 58 kronik aktif hepatit
B hastasi
-Grup A (interferon alfa-2a kullananlar); alti ay interferon alfa-2a tedavisi
uygulanacak olan 29 kronik aktif hepatit B hastas1 (dort hasta tedavi sonrasi
kontrole gelmedi)
-Grup B (interferon alfa-2b kullananlar); alti ay interferon alfa-2b tedavisi
uygulanacak olan 29 kronik aktif hepatit B hastast (dort hasta tedavi sonrasi
kontrole gelmedi)
2. kontrol Grubu: hasta grubunun yas ve cinsiyet ortalamalarina, sigara ve

alkol kullanim kriterlerine uygun 30 saglikli birey.

Calismaya Dicle  Universitesi Tip  Fakiiltesi Etik  Kurulunun
B.30.2.DiC.0.01.00.00/49 sayili onay1 alinarak baslandi.



3.3.1.

SITOGENETIK ANALIZLERDE KULLANILAN

MADDELER
1- Nutrient Mixture F-10 Ham (Sigma)
2- Fetal Calf Serum (Sigma)
3- Phytohemaglutinin M (Biological Industries)
4- Colcemid. 10 pg/ml (Biological Industries)
5- Penisilin —Streptomisin (Biological Industries)
6- L-Glutamine 10ml (Biological Industries)
7- KCl-Potassium chloride (Sigma)
8- Acetic Acid Glacial (Merck).
9- Methanol (Merck).

10- Xylol (Merck).

11- Giemsa Stain (Sigma).

12- Heparin (Liquemine, Roche).

13- Ethyl alcohol (Tekel)

14- Serum fizyolojik (Baxter)

15- Trypsin Certified 25gr 1:250 (Sigma)

16- Pancreatin 25gr (Sigma)

17- Na2HPO4 (Sigma).

18- KH2PO4 (Sigma).

21- Distile su (sigma)

22- Ethidium Bromide 1gr (sigma)

20

KiMYASAL

3.3.2. SITOGENETIK ANALIZLERDE KULLANILAN SOLUSYONLAR
b- Hipotonik Soliisyonu: 1000 ml Distile su + 5.6 gr KCL (0,075 M. KCL)

c- Carnoy fiksatif : 3 kistm methanol + 1 kisim acetic acit glacial.

d- Fitohemaglutinine soliisyonu: Smg. Phytohemagglutinine M + 5 ml steril triple

distile su.

e- Periferik kanda kromozom analizi i¢in kullanilan kiiltiir ortami icerigi :

- Nutrient Mixture F-10 Ham 100 ml

-Fitohemaglutinin M soliisyonu 1.5 ml
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-L-Glutamine 1 ml
-Penisilin-Streptomisin I ml
-Fetal Calf Serumu 20 ml

f- Soransan tamponu:
a- 11.88 gr. Na2HPO4 + 1000 ml distile su. (A)
b- 9.08 gr. KH2PO4 + 1000 ml distile su.  (B)
A ve B soliisyonlar1 karistirilarak pH=6.8'e ayarlanir.
g- Tripsin soliisyonu: ~50-100 mg Trypsin +100 ml serum fizyolojik (37 °C)
h- Pankreatin soliisyonu: ~50-100 mg Trypsin +100 ml serum fizyolojik (37 °C)
1- Boya Soliisyonlari:
-G Bantlama icin: 95 ml Soransan tamponu + 5 ml Giemsa Stain

-Diiz Boya i¢in: 95 ml distile su + 5 ml Giemsa Stain

3.3.3. DiGER GERECLER
a- Zaman Ayarh Santrifiij (Hettich Universal II).
b- Etiiv (Heraeus).
c- Kuru Hava Sterilizatorii (Kotterman).
d- Mikroskop (Olympus).
e- Ikaros Goriintiileme Sistemi
f- Elektronik Duyarli Terazi (0,1 mg'a hassas Bosch).
g- Degisik Capta Enjektorler ve Pipetler
h.-Bunsen bek
1- Saleler.
i- 15 ml'lik konik santrifiij tiipleri.
j- Meziirler.
k-Vorteks
I- Lam.
m- Plastik eldiven
n- Laboratuvar saati
o- Buzdolab1
p- Lancet
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3.3.4 SITOGENETIK YONTEM
3.3.4.1. Kromozom preparatlarimin Elde Edilmesi

Bu calismada kromozomlarin elde edilmesi icin makrokiiltiir tekniginin
modifiye edilmis sekli olan ve “mikrokiiltiir” ya da “tiim kan teknigi” olarak
bilinen lenfosit doku kiiltiirii yontemi uygulanmistir (102,105). Calismanin uygulama
asamalari sirayla asagidaki gibidir.
1-Steril kosullarda hazirlanmis ve buzdolabinda muhafaza edilmis olan stok kiiltiir
soliisyonu kullanilacagi zaman buzdolabindan cikarildi ve her bir kiiltiir tiipiine steril
ortamda 5 ml aktarildi.
2-Heparinlenmis, steril enjektor ile hastadan alinan vendz kandan kiiltiir tiiplerine 6
damla kan eklendi ve tiipiin agz1 alevden gecirilerek kapatildi ve 72 saatlik
inkiibasyon icin etiive birakildi.
3-68. Saat’ te kiiltire 0.5 ul EtBr eklenerek inkiibasyona devam edildi.
4-inkiibasyonun 71. saatinde kiiltiire iki damla (0.1 ml) colcemid eklendi ve tekrar
etlive kondu.
5-72. Saatte etiivden cikarilan kiiltiir vortekslendikten sonra 1200 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi.
6-Siipernatant atildiktan sonra pelet, vorteksle karistirilarak iizerine10 ml hipotonik
soliisyonu eklendi ve 10 dakika etiivde bekletildi.
7-Tiipler 1200 rpm’de 10 dakika santrifiij edilip slipernatant atildiktan sonra pelet,
vorteks yardimiyla karistirilarak iizerine pastor pipetiyle 10 ml fiksatif eklendi.
8-Fiksatifle yikama islemi 3 defa tekrarlandi.
9-Son sontrifiij isleminden sonra tiiplerde yaklasik 0.5 cc pelet birakildi.
10-Dip materyal pipetle iyice karistirilir. Alkolde bekletilip temizlenmis lamlara
yaklasik 30 cm yiikseklikten 2-3 damla damlatilarak yayildi. Yayma esnasinda
odanin nem orani, sicaklig1 son derece 6nemli oldugu i¢in optimal sartlar saglandi.
11-Kurumaya birakilmis preparatlar 3 giin etiivde 37 °C’ de bekletilerek
yaslandirildi.
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3.3.4.2. Boyama Yontemleri
a. Direk Boyama (Solid Staining):

197011 yillara kadar rutin olarak kullanilan bir yontemdir. Bu tip boyama ile
kromozomlarin biiyiik bir kismin1 tanimlamak miimkiin degildir. Giiniimiizde sadece
sayisal analizler ile kromozom kirik noktalari, gap ve frajil bolgelerin varligini
saptamada kullanilir.

Yaslanmis preparatlar, Giemsa ile (5 ml Giemsa stain stock soliisyon + .95 ml
Distile su) 5 dakika boyandi, iki ayr1 distile su salesinden gecirilip yikandi, kurutulup

incelemeye alindi.

b. Giemsa Bantlama (G — Banding, GTG)

Sitogenetik laboratuarlarinda sik¢a basvurulan ve tanimlamada kullanilan en
yaygin yontemdir. Her kromozom, kendine 6zgii acik ve koyu bant bolgeleri igerir.
Bu bolgeler premetafaz ve metafaz kromozomlarinda sayica farklidir. flk defa Paris
kongresinde (1971) idiogramlar belirlenmis ve en son sekli 1995 ISCN’de
yayilanmistir (106).

Preparatlar1 bantlamak icin pankreatin soliisyonu hazirlandi, 37 °C etiivde iki
saat bekletilerek 1sinmasi saglandi. Once bir preparat 5 - 10 saniye pancreatin
soliisyonundan gecirildi daha sonra distile su ile yikandi (Gerektiginde bu siireler
azaltillip artirilabilir). Daha sonra preparat boya soliisyonunda 5 - 6 dakika
bekletildikten sonra iki ayr1 saledeki distile su serisinden gecirilip yikandi ve
kurutuldu. 10 X’lik mikroskop objektifinde, kromozomlarin bant seviyesi tespit
edilmistir. Kromozomlarin tanimlanmast ISCN 1995 idiyogramlarima gore
gerceklestirildi (106).
3.3.4.3. Sitogenetik Degerlendirme
Uzerinde ait oldugu kisinin protokol ve preparat numarasi yazilmis olan preparatlar,
mikroskopta incelenmeye alinmustir. Once kiiciik biiyiitmeli objektifle taranarak iyi
nitelikli hiicreler (metafaz plaklar1) Onceden hazirlanmis bilgi islem formuna
yazilmigtir. Hiicreler daha sonra immersiyon objektifi ile incelenerek sunlar

yapilmisgtir:
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a. Her olgu icin en az 20 hiicreye ait metafaz plaklarindaki kromozomlar
sayilarak (varsa yapisal diizensizlikleriyle birlikte) bilgi islem formundaki 6zel
boliimlere yazilmistir.

b. Mikroskop incelemesiyle ortaya cikan bilgi islem formundaki tablo
degerlendirilmis, sorunlu hiicrelerin ve kromozom kusurlarinin sayisina, tipine ve
oranina bakilmistir.

c. Karyotip yapilacak metafaz plaklari kromozom analiz cihazinda kamerali
mikroskop araciligi ile bilgisayar ortamina aktarilmis ve metafaz kromozomlar tek
tek ayristirilarak karyotip yapilmistir.

d. Karyotip, bir kez daha sayisal ve yapisal kromozom diizensizligi agisindan
degerlendirilmis ve diizensizlik var ise hangi kromozomu tuttu§u saptanmaya
calistlmistir. Calisma gruplarinda goriilen kromozomal anomali tiirlerine ait ornek
metafaz ve karyotip goriintiileri sekil 2, 3 ve 4’te gosterilmistir.
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Sekil 2. Calisma gruplarinda goriilen kromozomal anomalilerden, 3 numaral
kromozomun uzun kolunda kromatid gap bulunan [(chtg(3)(q26)] metafaz

ve bu metafaza ait karyotip.
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Sekil 3. Caligsma gruplarinda goriilen kromozomal anomali tiirlerine ait metafaz
ve karyotip goriintiileri: A) 3 numarali kromozomda kromatid kirigi
bulunan [chtb(3)(q21)] metafaz ve bu metafaza ait karyotip B) 47, XXX

kromozom kurulusuna sahip metafaz ve bu metafaza ait karyotip.
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Sekil 4. Calisma gruplarinda goriilen kromozomal anomali tiirlerine ait metafaz ve
karyotip goriintiileri:
A) 6 numarali kromozomun q kolunda goriillen bir delesyona ait
[46,XY ,del(6)(pter—q21:)] metafaz ve karyotip.
B) 5 ve 11 numarali kromozomlar arasinda goriilen dengeli translokayona
ait[46,XY ,der(5)(5qter—5p51::11q10—11qter),del(11)(pter—q10:)]

metafaz ve karyotip
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Mitotik indeks i¢in kullanilacak olan preparatlar direk boyama (solid staining)
yontemi ile boyandi. Her ornek icin 10X biiyiitmeli objektifte iki preparat taranarak
en az 1000 hiicre sayildi ve igerdikleri mitozlu hiicrelerin sayisiyla birlikte,

kromozom analiz formuna not edildi.

3.3.5. MOLEKULER GENETIiK ANALIZLERDE KULLANILAN KiMYASAL
MADDELER
3.3.5.1. DNA izolasyon Tamponlari :
Liziz Tamponu (Reaktif A) pH 8.0
10 mM TRIS-HCL (Sigma)
320 mM Sucrose (Sigma)
5 mM MgCl, (Sigma)
Otoklav edilir
%]1 Triton-X 100 (Sigma) eklenir, +4 °C’ de saklanir.
Reaktif B pH 8.0
400 mM TRIS-HCL
60 mM EDTA  (Sigma)
150 mM NaCl  (Sigma)
Otoklav edilir

%1 SDS eklenir (Sigma), oda 1sisinda saklanir.
Sodium Perchlorate

5 M Sodium Perchlorate (MERCK)

Otoklav yapilmaz, oda 1sisinda saklanir.

3.3.5.2. DNA Amplifikasyon Tamponlari :

10x PCR Tamponu (MBI Fermentas)

750 mM tris-HCI (pH 8.8, 25 °C de)

200 mM (NH4),SO4

%0.1 Tween 20

-20 °C’ de saklanur.

Tag DNA Polimeraz Enzimi (MBI Fermentas) : -20 °C’de saklanir
dNTP Karisimi (pH 7.4)
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2 mM dATP (Sigma)

2 mM dTTP (Sigma)

2 mM dCTP (Sigma)

2mM dGTP (Sigma)

-20°C’ de saklanur.

Magnesium Chloride (MBI Fermentas) : 25mM, -20°C’de saklanir.

Amplifikasyon Primerleri : p53 geni 4.ekson primerleri;
F: 5 ATC TAC AGT CCC CCTTGC CG ¥
R: 5> GCA ACT GAC CGT GCA AGT CA 3’ seklindedir..

Formamide (Sigma)Oda 1s1sinda saklanir.

Distile Su (Sigma): Oda 1s1sinda saklanir.

Mineral Oil (Sigma): Oda 1s1sinda saklanir.

3.3.5.3. Agaroz Jel Elektroforez Tamponlari :

10 X TBE Elektroforez Tamponu

90 mM Tris-Borate (Sigma)

10 mM Sodium-EDTA pH 8:3 (MERCK)

Otoklav edilir, oda 1sisinda saklanilir. 1X TBE ve 0.6 X TBE olarak

kullanilir.

Etidium Bromiir (Amresco) : 10 mg/ml konsantrasyonlu soliisyon, koyu renk

bir sisede oda 1si1sinda saklanir.
100 bp Molekiiler Marker (Amresco): Baz ciftleri; 3000, 2000, 1500, 1000,
900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100. —20 °C’ de saklanur.

3.3.5.4. Restriksiyon enzimi

PCR f{iriiniiniin ilgili bolgesinin kesimi ic¢in kullanilan Bacillus sphaericus
bakterisinden elde edilen Bsh12361 (Fermentas Life Science) restriksiyon
endoniikleaz enzimi (10units/mikrolitre total 2500u) alindi. Bu enzimin
kesme sekanslari;

5...CGCG...3

3"...GCGC...5
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33.6. MOLEKULER GENETiK ANALiZLERDE KULLANILAN
GERECLER

a- Mikrosantrifiij

b- Elektronik hassas terazi

c- pH metre

d- Hiz ayarl vorteks

e- 37 °C’ye ve 65°C’ye ayarlanabilecek su banyosu
f- Etiiv

g- Enjektorler

h- Pipetler

i- Elektroforez aparati

j- Electrophoresis box

k- Termal cycler (Techne Cyclogene)

I- UV lambasi ve ilgili fotograflama tinitesi

m- Steril 1.5 ml, 0.5 ml ve 0.2 ml’lik Eppendorf santrifijj tiipleri.

3.3.7. MOLEKULER GENETIiK YONTEM
3.3.7.1.  Periferik Kandan DNA izolasyon Yontemi

Hiicre Preperasyonu : 5-10 ml kan, sodyum-EDTA’ I tiiplere alindi. Santrifiij

4°C i¢in 6n sogutmaya hazirlandi. 50 ml'lik polypropylene santrifiij tiiplerine kan
ornekleri aktarildi ve iizerine 40 ml lizis tamponu (Reaktif A) eklendi. Elle hafifce
iki dakikalik bir siire i¢in karigtrildi. 4°C ye ayarlanmig santrifiijde 3000 rpm’ de 10
dakika santrifiij edildi. Hiicrelere zarar vermeden siipernatant dokiildii.

Hiicre Lizisi: Tiiplere 2 ml Reaktif B eklendi ve hafifce karistirilarak hiicre
cokeltilerinin karigmasi saglandi. Bu siispansiyon 15 ml’lik kapakli polypropylen
tiiplerine aktarild.

Deproteinizasyon : Her bir tiipe SM’ Iik Sodyum Perklorat’ tan 500 pl

eklendi. Tiipler kan dondiirme (rotary mix) cihazina kondu ve oda 1sisinda 15 dakika

karigmasi saglandi. Daha sonra 65 °C” lik sicak blokta 30 dakika inkiibe edildi.
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DNA Ekstraksiyonu : Her bir tiipe daha énceden -20 °C’ de bulunan

Kloroform’ den 2ml eklendi. 10 dakika oda sicakliginda rotary mix’e konarak
karigmasi saglandi ve 1400 xg’de 10 dakika santrifiij edildi.
DNA Presipitasyonu : DNA iceren faz (iistteki berrak tabaka) plastik pastor

pipetleri kullanilarak 15 ml’ lik yeni bir santrifiij tiipiine aktarildi. DNA iceren
voliimiin iki kat1 kadar soguk etanol (6nceden sogutulmus) ilave edildi ve hafifce
karigtiritlarak DNA’ nin presipite olmasi saglandi. Plastik 6ze yardimu ile presipite
olan DNA alind1 ve 3-5 dakika disarda bekletilerek kurumasi beklendi. Daha sonra
DNA’nin bulundugu plastik 6ze kesilerek 1.5 ml’ lik ependorf tiiplerine aktarildi ve

tizerine 200 p1 distile su konuldu.

3.3.7.2. PCR’da Kullamlan Primer Dizileri

Literatiir bilgileri 1s181nda p53 ekzon 4’ii (kodon 72 polimorfizmi i¢in) amplifiye
etmek i¢in gerekli olan primerler alindi (18). PCR deneylerinde kullanilacak olan
oligoniikleotidler, insan DNA’s1 iizerindeki ilgili gen bolgesinin amplifikasyonunu
gerceklestirmek i¢in kullanildi. Satin alinan primerlerin niikleotid sekansit ve orijini

asagida belirtilmistir;

F: 5 ATC TAC AGT CCC CCT TGC CG ¥’
R: 5> GCA ACT GAC CGT GCA AGT CA ¥

3.3.7.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile DNA Amplifikasyonu

PCR, DNA iizerinde incelenmesi istenen bolgenin oligoniikleotid primerler
kullanmilarak cogaltilmas1 esasina dayanir. Bu yontem 1s1 ile DNA molekiiliiniin c¢ift
zincirinin birbirinden ayrilmasi (denatiirasyon), primerlerin ayrilmis olan DNA zincirine
baglanmas1 (annealing) ve DNA polimeraz enzimi tarafindan hedef bolgenin
sentezlenmesi (extension) olarak iic asamadan olusur. Bu asamalarin 35-40 dongii
halinde tekrarlanmasi sonucunda, incelenmek istenen DNA bolgesi ¢ogaltilmis olur.

Calismada PCR i¢in uygulanan protokol tablo 1’de belirtilmistir.
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Tablo 1. PCR reaksiyon protokolii

Stok: Final volim 50 pl:
10XPCR Buffer Sul

dNTP Mix (2 mM) 5ul

Primer F 0,5 ul
Primer R 0,5 ul
MgCl, 2ul

Tag DNA Polimeraz 5U/ul 0,5 ul
Distile su 33.5ul
Genomik DNA 3ul

Reaksiyonu buharlasmadan korumak i¢in tiiplere alinmig PCR karigiminin
izerine ince bir tabaka seklinde mineral oil kondu ve DNA bu yag tabakasini
gececek sekilde PCR karisimina en son eklendi. Ayrica her PCR karisiminda
kontaminasyon riskini degerlendirmek i¢cin DNA konulmamis bir negatif kontrol
hazirlandi. Yapilan PCR iglemlerinin hi¢ birinde herhangi bir kontaminasyona
rastlanmadi. P53 ekson 4’iin amplifikasyonu icin yukaridaki sekilde PCR reaksiyon
protokolii hazirlandi ve otomatik bir Thermal Cycler (Techne Cyclogene)
kullanilarak asagida belirtilen PCR sartlarinda amplifikasyon gergeklestirildi (tablo-
2).

Tablo 2. PCR sartlar1

PCR sartlart:
94°C 4 dak. 1 dongii
94°C  40sn
56°C  30sn 35 dongii
72°C 30 sn.
72°C 10 dak 1 dongii
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pS3 kodon 72 polimorfizmi icin uygulanan PCR’a ait amplifikasyon

tiriinlerinin  agaroz jeldeki goriintiileri sekil 5’te gosterilmistir.

Sekil 5: p53 kodon 72 polimorfizmi i¢in uygulanan PCR’a ait amplifikasyon
triinlerinin  agaroz jel goriintiileri. (M:100bp marker DNA, 1-10: 296 bp’lik
amplifikasyon bantlarr)

3.3.7.4. Agaroz Jel Elektroforezi:
Amplifikasyonu yapilan PCR f{iriinleri %?2’lik Agaroz jelde, enzimle kesilmis
polimorfik bolgeler ise %3’lik Agaroz jelde degerlendirilmistir.
Agaroz Jelin Hazirlanmas: :
- %3’liikk Agaroz jel : 3 gr. Agaroz 100ml 1 X TBE (pH 8.3) tamponunda ¢6ziildii.
- %2’lik Agaroz jel : 2 gr. Agaroz 100ml 1 X TBE (pH 8.3) tamponunda ¢oziildii.

Agaroz jel 1XTBE tamponunda kaynatilarak hazirland1 ve daha sonra 60-65
°C’ ye kadar sogutuldu. Diiz bir zemin iizerinde dengeli olmasi saglanarak birakilmig
plak iizerine taraklar yerlestirildi ve jel bu plaga bir kerede dokiildii. Oda 1s1sinda 15-
20 dakika donmasi i¢in beklendi.

Jeldeki taragi dikkatli bir sekilde c¢ikarilan plak, 1XTBE tamponu iceren
elektroforez tankina yerlestirildi. 8 pl PCR iiriiniinti, 2 pl jel yiikkleme tamponu ile
karigtirilarak sira ile jel {izerindeki kuyucuklara aplikasyon yapildi. Agaroz jel bu
tampon igerisinde yaklasik olarak 45-60 dakika 90 voltta yiiriitiildii. Ethidium
bromide ile boyanan jel, UV transilliiminator iizerinde izlenerek degerlendirildi ve

daha sonra fotograflar: ¢ekildi.
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Dogru bir degerlendirme yapilabilmesi icin jelin ilk kuyucuguna DNA size

marker (boyutu bilinen isaret DNA’lar) yiiklendi.

3.3.7.5. PCR-RFLP Analizi

Bu calismada p53 geni 4. ekzondaki kodon 72 polimorfizmini belirlemek
tizere Bsh12361 enzimi kullanilarak RFLP analizi yapildi (44). Bu amagcla,
calismaya dahil edilen hasta ve kontrol gruplarinin amplifikasyon iiriinleri Bsh12361
restriksiyon enzimi ile 37 °C’de 16 saatlik kesime tabi tutuldu. Bu islem i¢in 10X
olan enzim, buffer’1 ile 2X olacak sekilde diliie edildikten sonra kullanildi. Elde
edilen bu diliile enzimin 2ul’si 8ul’lik amplifikasyon iiriiniine eklendi. inkiibasyon
sicakligl ve siiresi, restriksiyon enziminin satin alindigi firmanin Onerisine gore
ayarland1. Inkiibasyon siiresi bittiginde enzim aktivitesini sonlandirmak icin drnekler
5 dakika -20°C’de tutuldu. Kesimi yapilan iiriinler elektroforez islemine kadar +4
°C’de bekletildi.

pS53 geni 4. ekzondaki kodon 72 polimorfizminde beklenen fragmentler;
-CGC (arjinin) bolge varliginda kesim gergeklesir, 169 ve 127 bg¢ uzunlugunda
fragmentler olusur.
-CGC (arjinin) bolge yoklugunda, yani Prolin (CCC) varliginda ise kesim
gerceklesmez ve 296 b¢ uzunlugunda fragmentler olusur.
- Heterozigotluk durumunda ise CGC/CCC (Prolin/Arjinin), ii¢ cesit fragment bir
arada goriiliir (18). p53 kodon 72 polimorfizmine ait amplifikasyon iiriinlerinin
Bsh12361 restriksiyon enzimi ile kesim sonuclarinin agaroz jel elektroforezindeki

goriintiileri Sekil-6 da gosterilmistir.

3.3.7.6. Kesim Uriinlerinin Elektroforezi ve Fotograflarin Elde Edilmesi
Bsh12361 enzimi ile inkiibasyona birakilmis olan ornekler %3’liikk agaroz jel

elektroforezine tabi tutuldu. 100 voltluk elektriksel alanda 40dk.’lik yiiriitme

isleminden sonra Jel UV 15181 altinda polaroid kamera ile fotograflandi1 ve gozlenen

bantlar degerlendirildi.
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6 7 8 9 10 11 12 13

Sekil 6: p53 kodon 72 polimorfizmine ait amplifikasyon iiriinlerinin Bsh12361
restriksiyon enzimi ile kesim sonuglarinin agaroz jel elektroforezindeki goriintiileri.
Homozigot prolin: 296bp’lik tek bant, Homozigot arjinin: 169 ve 127 bp’lik cift
bant, Heterozigot arjinin/prolin 296,169 ve 127bp’lik ii¢ bant goriiliir.(M: 100bp
marker DNA, 5,6,8 ve 9; homozigot prolin, 3 ve 10; homozigot arjinin, 1,2,4,7,12 ve

13 heterozigot arjinin/prolin, 11; amplifikasyon iiriinii negatif).

3.3.8. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIiRME

Gruplar arasindaki ortalamalarin karsilagtirilmasinda Student’s t testi
kullanildi. Hasta ve kontroller arasindaki genotip dagilimlarindaki farkliliklarin
belirlenmesi  Ki-kare testi 1ile yapildi. Gruplar arasindaki parametrelerin
karsilastirilmasi icin, One-Way-Anova, Kruskal-Wallis ve Student’s t uygulandi. P

degerinin <0.05 olmas istatistiksel agidan anlamli olarak kabul edildi (107).
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3.4. BULGULAR

Uzerinde istatistiksel analizler yapilan kronik aktif hepatit B’li hasta
bireylerin sayist 58, kontrol bireylerinin sayist ise 30’dur. Kronik aktif hepatit B’li
hastalar uygulanan ilaca gore; interferon alfa-2a kullananlar (grup A; n=29) ve
interferon alfa-2b kullananlar (Grup B; n=29) olmak {iizere iki gruba ayrilmistir.
Hastalar, kromozomal anomali ve mitotik indeks yoniinden, interferon alfa tedavisi
oncesi ve alt1 aylik tedavi sonrasi olmak iizere ikiser kez incelemeye alinmislardir.
Sekiz hasta ise tedavi uygulamasina devam etmediginden veya tedavi sonrasi bize
basvurmadigindan, ikinci defa kromozomal anomali ve mitotik indeks yoOniinden
degerlendirilememistir. P53 geni kodon 72 polimorfizmi i¢in ise; biitiin hastalar ve
kontrol bireyleri tedavi Oncesinde degerlendirilmislerdir. Hepatit B’li hasta ve
kontrol bireylerinden olusan toplam 88 bireyin gruplara gore dagilimi tablo-3’te
gosterilmistir.

Tablo 3. Hepatit B’li hasta ve kontrol bireylerinden olusan toplam 88 bireyin
gruplara gore dagilima.

Sitogenetik P53 geni
Ilag Interferon | Tedavi oncesi Tedavi sonrast | Tedavi Oncesi
Hepatit B’li Alfa-2a 29 25 58
hasta Alfa-2b 29 25
Toplam Hasta 58 50 58
Kontrol 30 - 30

Kronik aktif hepatit B’li 58 hastadan 38’inin erkek 20’sinin kadin oldugu,

Kontrol bireylerinin ise 18’inin erkek 12’sinin de kadin oldugu belirlendi. Hasta
grubunun yas ortalamas1 35,03 +£13,76 kontrol grubunun ise 36,23 +13,55 olarak
hesaplandi. S6zkonusu iki grubun yaslar1 arasinda istatistiksel yonden anlamli bir
fark goriilmedi (P>0,05). Calisma grubunun demografik ozellikleri tablo 4’te

gosterilmistir.
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Tablo 4. Calisma Grubunun Demografik Ozellikleri

Hasta Kontrol Toplam

Cinsiyet n (%) n (%) n (%) ’
Erkek 38 (65,5) 18 (60) 56 (125,5)

Kadin 20 (34,5) 12 (40) 42 (74,5) >0,05
Yas 35,03+ 13,76 | 36,23 +13,55 | 3544 +13,62 | >0,05

Kronik aktif hepatit B’li hastalar, interferon alfa-2a veya interferon alfa-2b
tedavisinden birine baslamadan once ve alti aylik tedaviden sonra, mitotik indeks
yoniinden degerlendirildi. Interferon alfa-2a kullanan hasta grubunun, tedavi 6ncesi
ve tedavi sonras1 mitotik indeks ortalamalar1 arasinda eslestirilmis Student’s t testi
sonucunda istatistiksel yonden herhangi bir fark tespit edilmedi (P>0,05). Benzer
sekilde interferon alfa-2b kullanan hastalarin, tedavi oncesi ve tedavi sonrasi mitotik
indeks ortalamalar1 arasinda istatistiksel yonden herhangi bir fark goriilmedi
(P>0,05). Interferon alfa tedavisi alan hastalar, alt gruplari dikkate alinmadan birlikte
degerlendirildiginde de tedavi Oncesi ve tedavi sonrasi mitotik indeks ortalamalari
arasinda istatistiksel yonden herhangi bir fark goériilmedi (P>0,05). Interferon alfa
tedavisi uygulanan kronik aktif hepatit B’li hastalarin tedavi oncesi ve tedavi sonrasi

mitotik indeks degerleri tablo-5’te gdsterilmistir.

Tablo 5. Interferon alfa tedavisi uygulanan hastalarda, tedavi 6ncesi ve tedavi
sonras1 mitotik indeks

Mitotik indeks >
Interferon Tedavi Oncesi | Tedavi Sonrast
Alf2a | 196+098 | 201091 | 700
HepatitB'li |  Alfa2b | 2144094 | 2004063 | 00
e (imeTrFelﬁin alfa) | 1989%0.93 | 2,01+0,77 P>0,05

interferon alfa-2a ve interferon alfa-2b tedavisine baslanmadan once ve alti aylik

tedavi sonrasinda hepatit B’li hasta grubu, kromozomal anomali yOniinden
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degerlendirildi. Interferon alfa-2a kullanan hasta grubunda, tedavi 6ncesi ve tedavi
sonrasi kromozomal anomali ortalamalar1 arasinda, uygulanan eslestirilmis Student’s
t testi sonucunda istatistiksel yonden herhangi bir fark tespit edilmedi (P>0,05).
Benzer sekilde interferon alfa-2b kullanan hasta grubunda, tedavi oncesi ve tedavi
sonrasi kromozomal anomali ortalamalar1 arasinda, uygulanan eslestirilmis Student’s
t testi sonucunda istatistiksel yonden herhangi bir fark tespit edilmedi (P>0,05).
Interferon alfa tedavisi alan hastalar alt gruplari dikkate alinmadan birlikte
degerlendirildiginde de tedavi Oncesi ve tedavi sonrasi kromozomal anomali
ortalamalar1 arasinda istatistiksel yonden herhangi bir fark goriilmedi (P>0,05).
Interferon alfa tedavisi uygulanan kronik aktif hepatit B’li hastalarin tedavi dncesi ve

tedavi sonras1 kromozomal anomali degerleri tablo 6. da gosterilmistir.

Tablo 6. Interferon alfa tedavisi uygulanan kronik aktif hepatit B’li hastalarin tedavi
oncesi ve tedavi sonras1 kromozomal anomali degerleri

Kromozomal anomali
Interferon Tedavi Oncesi Tedavi sonrasi P
Alfa-2a 1,8 +1,65 2+1,89 P>0,05
Hepatit B'l Alfa-2b 34246 32+3,06 | P>0,05
hastalar
. Toplam 24+226 | 2,6+241 | P>0,05
(interferon alfa)

Yukaridaki Tabol-5 ve Tabol-6 daki veriler birlikte degerlendirildiginde,
kronik aktif hepatit B’li hastalarda, interferon alfa-2a veya interferon alfa-2b
tedavisinin mitotik indeks ve kromozomal anomali iizerinde herhangi bir etkisinin
olmadig goriilmektedir.

Kronik aktif hepatit B’li 58 hastada Tedavi 6ncesi goriilen mitotik indeks ve
kromozomal anomali ortalamalar1 ile 30 saglikli bireyden olusan kontrol grubunun
ortalamalarin1 karsilastirmak amaciyla, iki bagimsiz grubu karsilagtiran student’s t
testi uygulandi. Mitotik indeksin hasta grubunda, kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli oranda diisiik oldugu saptandi(p<0,05). Bunun aksine kromozomal
anomali ortalamasinin hasta grubunda kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak

anlaml oranda yiiksek oldugu saptandi (p<0,05). Kromozomal anomali ve mitotik
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indeks yOniinden tedavi oncesi kronik aktif hepatit B’li hastalarla kontrol grubunun
ortalamalar1 Tablo-7’de gosterilmistir.

Tablo 7. Kromozomal anomali ve mitotik indeks yoniinden tedavi dncesi hasta
grubu ve kontrol grubunun karsilastirilmasi

Tedavi dncesi hepatit
B’li hasta grubu Kontrol grubu P
Mitotik indeks 1,989+0,93 3,15+ 1,29 P < 0,05
Kromozomal 2.4+2.26 0.83£068 | P<005
anomali

P53 kodon 72 polimorfizminin kronik aktif hepatit B’li hasta grubu ve
saglikli bireylerden olusan kontrol grubundaki dagilimi tablo-8’de gosterilmistir.
Buna gore kronik aktif hepatit B’li hasta grubunda homozigot arjinin (Arg/Arg)
genotipi 7 bireyde (%12), heterozigot Arjinin/Prolin (Arg/Pro) genotipi 38 bireyde
(%66) ve homozigot prolin (Pro/Pro) genotipi 13 bireyde (%22) olarak tespit
edilmistir. Kontrol grubu genotipler agisindan incelendiginde; homozigot arjinin
(Arg/Arg) genotipi 7 bireyde (%?23), heterozigot Arjinin/Prolin (Arg/Pro) genotipi 20
bireyde (%66) ve homozigot prolin (Pro/Pro) genotipi 3 bireyde (%10) olarak tespit

edilmistir.

Tablo 8. P53 kodon 72 polimorfizminin hepatit B’li hasta ve kontrol grubundaki
genotip dagilimi

Genotip
Arg/Arg % (n) | Arg/Pro (%) | Pro/Pro (%) | P
Hepatit 7(12) 38 (66) 13 (22)
326 | >0,05
Kontrol 7 (23) 20 (66) 3 (10)

Tablo 8’den de anlasilacagi gibi, hasta grubunda homozigot prolin
genotipinin kontrol grubundan daha sik oldugu, homozigot arjinin genotipinin daha
seyrek oldugu, heterozigot sikliginin ise degismedigi goriilmiistiir. Burada p53 kodon
72 polimorfizmindeki homozigot prolin (Pro/pro) genotipinin hasta grubunda kontrol

grubuna gore daha sik goriilmesi ¢ok dikkat cekicidir. Ancak yapilan istatistiksel
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degerlendirmede hasta ve kontrol gruplarinin genotip dagilimlarindaki fark anlamli
bulunmamustir (p>0,05).

Homozigot prolin (Pro/Pro) genotipine sahip kronik aktif HBV’li hasta ve
kontrol bireylerinde goriilen kromozomal anomali ve mitotik indeks ortalamalar ile
diger genotiplere (Arg/Pro ve Arg/Arg) sahip kronik aktif HBV’li hasta ve kontrol
bireylerinde goriilen kromozomal anomali ve mitotik indeks ortalamalar1 Tablo-9’da
karsilagtirilmistir. Buna gore hem hasta hem de kontrol gruplarinda homozigot prolin
genotipine sahip bireylerde goriilen kromozomal anomali orani, diger genotiplere
(Arg/Pro ve Arg/Arg) sahip bireylerde goriilen kromozomal anomali oranindan
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek cikmistir (p<0,05). Mitotik indeks

bakimindan ise istatistiksel olarak herhangi bir fark olmadig1 saptanmistir (P>0,05).

Tablo 9. Homozigot prolin genotipine sahip hasta ve kontrol bireyleri ile diger
genotiplere (Arg/Pro ve Arg/Arg) sahip hasta ve kontrol bireylerinde
goriilen mitotik indeks ve kromozomal anomali iligkisi

Kromozomal anomali Mitotik indeks
. Ortalama Ortalama
Genotip n (X2SD) P n (X+SD) P
Pro/Pro 13 3,65 +2.,84 13 1,81+0,61
Hasta Diger(Arg/pro 45 | 1662143 <0,05 45 2,01 + >0,05
ve Arg/Arg) T 0,65
3,41 +
Pro/Pro 3 2,66 £2,30 3 161
Kontrol Diger(Arg/pro ” 04h 2 0] <0,05 27 312+ >0,05
ve Arg/Arg) T 1,28

P53 geni kodon 72 polimorfizmi yoniinden homozigot prolin genotipi
oraninin, kontrol grubunda diisiik ¢cikmasina karsin hasta grubunda yiiksek ¢ikmasi
ve bu genotipe sahip bireylerde kromozomal anomali oraninin yiiksek olmast,
kronik aktif hepatit B’ ye yakalanmada bu varyantin bir risk faktorii olarak
degerlendirilebilecegi sonucunu dogurmustur. Daha hacimli c¢alismalarla bu

sonuglarin desteklenmesine gereksinim vardir.
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3.5. TARTISMA

HBV’nin karaciger ve kan hiicreleri basta olmak iizere, viicut hiicreleri
tizerinde genotoksik ve apoptotik etkiye sahip oldugu ve artan kromozomal hasarlara
yol actig1 baz1 caligmalarla ortaya konmustur (9, 10, 12, 15, 108).

Chen ve ark. karaciger kanserli hiicre serileri ile yaptiklar1 kontrollu bir
calismada, kromozomal degisikliklerle HBV integrasyonu arasinda anlamli bir iliski
oldugunu ortaya koymuslardir (109).

Virstiuk N.G., kronik viral hepatitli olgularda yiiksek FAS/APO1 (CD95)
ekpresyonu ile tiimor nekroz faktor alfanin (TNF alfa) serum diizeyleri arasinda
saptadig iliskiye dayanarak; kronik viral hepatitin patogenezinde apoptozisin de yer
aldigini ileri stirmiistiir (110).

Simon ve ark. kronik hepatit B tasiyicilarinin periferal kan lenfositlerinde
yaptiklart bir ¢calismada, saglikli bireylere oranla yiiksek oranda kromozom kiriklari
ve mitotik diizensizlik tespit etmislerdir (10) .

Ucur ve ark. sirozlu ve tasiyict HBV ve HCV’li hastalarin periferal
lenfositlerinde mitotik indeks ve kardes kromatitd degisimini inceledikleri bir
caligmada ise yiiksek oranda kardes kromatid degisimi ve diisiik oranda mitotik
indeks tespit etmislerdir. Bunun HBV ve HCV’nin direk genotoksik etkisinin sonucu
oldugunu ve bu genotoksisitenin karacigeri etkileyip, hepato selliiler karsinomun
olusumuna katkisinin olabilecegini ileri stirmiislerdir (12).

Ozbakkaloglu ve ark. kronik hepatit B tastyicilarinda mitotik indeks ve kardes
kromatitd degisimi yOniinden yaptiklar1 arastirmada; kontrol grubuna gore
tasiyicilarda diisiik oranda mitotik indeks ve yiiksek oranda kardes kromatitd
degisimi tespit etmislerdir (111).

Ozkal ve ark. hepatit B’li hasta ve kontrol gruplarinin periferal kan
lenfositleri tizerinde yaptiklari ¢alismada kontrol grubuna gére HBV’li hasta ve
tasiyicilarda yliksek oranda kromozom kiriklart saptamislardir (9).

Bu calismamizda kronik aktif hepatit B’li hastalarin lenfosit kiiltiirlerinde
tedavi Oncesi goriillen kromozomal anomali ortalamasinin kontrol grubuna oranla
istatistiksel olarak anlamli oranda yiiksek oldugunu saptadik (P<0.05). Bu sonug

Ozkal ve ark. ile Simon ve ark’larinin elde ettigi sonuglarla uyumluluk
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gostermektedir. Mitotik indeksin ise hasta grubunda, kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak ©Onemli oranda diisiik oldugunu belirledik (P<0.05). Bu
sonuglarimiz da Ucur ve ark. ile Ozbakkaloglu ve ark.’min elde ettigi sonuclarla
uyumluluk gostermekte olup, HBV’nin genotoksik ve apoptotik etkisini teyit
etmektedir.

Literatiirde interferon tedavisi sirasinda kromozom anomalisi ve sekonder
malignite gelistigini bildiren calismalar olmakla birlikte, interferonlarin kanser
olusumunu engelleyen anti tiimor etkileri olduguna dair ¢alismalar da mevcuttur (52-
57,112, 113).

Higano ve ark. kemik iligi transplantasyonu sonrasinda kronik miyeloid
l6semili hastalarda sitogenetik olarak olusan yeniden niiksetmelerde, interferon alfa-
2a kullanarak, hayati tehlike olusturacak bir toksisite olusturmadan biiyiik oranda
kalic1 iyilesme saglamislardir (54).

Bolzan ve ark. rekombinant interferon alfa-2a nin; bleomisin ile indiiklenmis
kromozomal diizensizliklerin olusumunu engelleme yoniinde, giiclii bir inhibitor
etkisi oldugunu tespit etmislerdir (114).

Mertens ve ark. amniotik sivi hiicrelerinde yaptiklart in vitro c¢alismada,
rekombinant interferon alfa ve beta’nmin doza baglhh olarak kardes kromatid
degisiminde azalmaya yol ac¢tigini saptamislardir (19).

Hamburger ve ark. Insan kolon kanseri hiicrelerinin mitojenle uyarilmis
cogalmalarinin interferon tarafindan inhibe edildigini gostermislerdir (115).

Jasny ve ark. ise hint geyigi hiicrelerinde interferon muamelesi sonucu doz
konsantrasyonu ile orantili olarak kromozom gap ve kiriklar sayisinda artis
saptamislardir (116).

Georgian ve ark. Normal hiicreler ve tiimor hiicrelerinde hiicre boliinmesi
izerine insan alfa interferonunun in vitro etkisini incelemisler ve hiicre boliinmesi
tizerinde dozla iligkili olarak belirgin inhibe edici etki gozlemislerdir (117).

Oztiirk ve ark.periferik kan lenfositlerinden elde edilen kromozomlar
tizerinde mitotik indeks, sitogenetik anomali ve kardes kromatid degisimi
bakimindan interferon alfa-2a’nin in vitro etkisini arastirmislar ve interferon alfa-

2a’nin artan konsantrasyonlarinda mitotik indekste azalma tespit etmisler, buna
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karsilik sitogenetik anomali ve kardes kromatid degisimi ilizerinde herhangi bir
etkisinin olmadigin1 géstermislerdir (52).

Calismamizda ise kronik aktif hepatit B’li hastalarda interferon alfa-2a ve
interferon alfa-2b tedavisine baglanmadan 6nce ve alt1 aylik tedavi siireci sonrasinda
mitotik indeks ve kromozomal anomali yoniinden yaptigimiz inceleme sonucunda
istatistiksel olarak anlaml1 bir fark saptanmamustir (P>0.05). Interferon alfa tedavisi
alan hastalar, birlikte degerlendirildiginde de tedavi 6ncesi ve tedavi sonrasi mitotik
indeks ve kromozomal anomali ortalamalar1 arasinda istatistiksel yonden herhangi
bir fark goriilmedi (P>0,05). Kromozomal anomali yoniinden aldigimiz bu sonug
Jasny ve ark.’larinin sonuglari ile uyumlu olmayip Oztiirk ve ark.larinin sonucu ile
uyumluluk gostermistir. Mitotik indekste anlamli bir degisikligin goriilmemesi ise
Oztiirk ve ark.Jarinin aldiklar1 sonuclarla uyumsuzdur. Bu sonucumuz hastalara
uygulanmis olan altt aylik interferon alfa-2a veya interferon alfa-2b
konsantrasyonlarinin tolere edilebilir sinirlar icinde kaldigini ve sitotoksik etkiye yol
acmadigin1 gostermektedir.

Kronik HBV enfeksiyonlar1 HCC’nin en o©nemli etkenlerinden biridir.
Yapilan ¢alismalarda, bircok kanser tiiriinde oldugu gibi HCC’li hatalardaki tiimorlii
karaciger dokularinda da p53 geninde delesyon mutasyon ve polimorfizmler tespit
edilmistir (16-19).

En onemli p53 polimorfizmi prolin (72Pro: CCC) veya arjinini (72Arg: CGC)
kodlayan ekson 4 kodon 72’deki restriksiyon par¢a uzunluk polimorfizmidir (118).
Bu polimorfizm 72. aminoasit pozisyonunda ya prolin (p53 Pro) yada argininin (p53
Arg) yer degisimi ile sonuglanan tek bir niikleotid substitusyonlarindan
kaynaklanmaktadir. Bu nonkonservatif aminoasit degisimi p53’iin prolince zengin
bolgesinde bulunan PXXP SH3-baglanan motiflerinden biriyle ilgili olup, p53’iin
biyokimyasal ve fonksiyonel 6zelliklerini etkiler. pS3 Pro, giiclii bir transkripsiyonel
aktivatordiir ama apoptosizi indiikleyici ozelligi pS3 Arg’den daha azdir. Arg 72
varyantlari, Pro 72 varyantlarina gore 5 misli daha fazla apoptozisi indiiklemektedir
(94). Kodon 72 polimorfizmi ile bir¢ok kanser tiirii arasinda iliski oldugunu bildiren
caligmalar mevcuttur (33-39). HCC’li hastalarda yapilan c¢alismalarda normal
populasyonlara ve kontrol gruplarina oranla yiiksek siklikta kodon 72 Pro varyanti

bildirilmistir (46-49).
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Ezzikouri ve ark. Fas populasyonunda kodon 72 polimorfizmi yoniinden
yaptiklart calismada; HCC’li hastalarda kontrol grubuna oranla yiiksek siklikta
homozigot prolin (Pro/Pro) tespit etmis ve bunun karaciger kanserinin gelisme riskini
2.3 kat artird1g1 sonucuna varmislardir (46).

Keza Zhu ve ark. Cin populasyonunda kodon 72 pro alleli ile HCC’li hastalar
arasindaki anlamh iliskiye dayanarak, kodon 72 Pro/Pro homozigotlugunun HCC
icin, potansiyel genetik risk faktorlerinin basinda yer aldigimi belirtmis ve bu
polimorfizmin yiiksek HCC riski tasiyan bireylerin taramasinda belirleyici bir markir
olarak kulanilabilecegini belirtmislerdir (119).

Yine Zhu ve ark. HBV’li hastalar iizerinde yaptiklar1 bagka bir calismada,
kronik HBV enfeksiyonlu hastalardaki HCC riski ile p53 kodon 72 polimorfizmi
arasinda bir iliski olmadigini bildirmislerdir. Bununla birlikte bu calisma HBV ile
enfekte olmus hastalardaki HCC riski ile kodon 72 polimorfizminin iliskili oldugunu
gostermis; Ozellikle de homozigot prolin allelinin artmis HCC riski ile iliskili
oldugunu belirtmistir (120).

Yoon ve ark. kronik HBV enfeksiyonu olan hastalarda, HCC’li olanlar ile
olmayanlar1 iki gruba ayirarak MDM?2 SNP 309 ve p53 Arg72Pro polimorfizmleri
acisindan inceledikleri bir ¢alismada; MDM?2 G/G ve P53 Pro/Pro genotiplerinin
HCC’li olmayan gruba goére HCC’li grupta anlamli derecede yiiksek oldugunu tespit
etmiglerdir. Buna dayanarak Kore’li kronik HBV enfeksiyonu olan hastalarda
HCC’ni erken gelismesi ile MDM2 SNP 309 ve p53 Arg72Pro arasinda anlamli bir
iliski oldugunu ileri stirmiislerdir (121).

Calismamizda 58 hepatit B’li kronik aktif HBV’li hasta ve 30 saglikli kontrol
bireyde p53 codon 72 polimorfizmini PCR-RFLP yontemi ile inceledik. Kontrol
grubuna oranla hasta grubunda homozigot prolin genotipinin daha sik oldugunu,
homozigot arjinin genotipinin daha seyrek oldugunu, heterozigot sikliginin ise
degismedigini tespit ettik. Burada p53 kodon 72 polimorfizmindeki homozigot prolin
(Pro/pro) genotipinin hasta grubunda kontrol grubuna gore daha sik goriilmesi ¢ok
dikkat cekicidir. Ancak yapilan istatistiksel degerlendirmede hasta ve kontrol
gruplarinin  genotip dagilimlarindaki fark anlamli bulunmamistir (p>0,05). Bu
durumu arastirma populasyonunun kiiciikliigiine bagladik. Bu amacla da calisilan

ornek sayisini artirmayi planladik. Hasta grubunda homozigot prolin genotip
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sitkliginda tespit ettigimiz bu artig, Zhu ve ark.’larinin, kronik HBV enfeksiyonlu
hastalardaki HCC riski ile p53 kodon 72 polimorfizmi arasinda bir iligki olmadigim
bildirdikleri caligma grubu ile uyumlu goriinmezken, HBV ile enfekte olmus kronik
olmayan hasta grubunun sonuclari ile uyumlu goriinmektedir. Aym sekilde Ezzikouri
ve ark. ile Zhu ve ark. larinin HCC vakalarn iizerinde yayimnlamis olduklar
calismalariylada uyumluluk gostermektedir. Yine bu sonuglarimiz Yoon ve
ark.’larinin HBV enfeksiyonu olan hastalarda HCC’nin erken gelismesi ile MDM?2
SNP 309 ve p53 Arg72Pro arasinda anlamli bir iligki oldugunu ileri sitirdiigii
calismasi ile de uyumluluk gostermektedir. Bu durum; HBV’li hastalardaki p53
proteininin kodon 72 yoniinden homozigot proline sahip olmasi durumunda, HBX
proteininin baskilayici etkisine daha kolay bir hedef haline gelmesi ve boylece HCC
olusumuna zemin hazirlamasi ile aciklanabilir.

Gerek HBV’li hastalarda gerekse saglikli populasyonlarda HCC’nin gelisme
riski ile iligkili oldugu diisiiniilen homozigot prolin genotipine sahip kronik aktif
hepatit B’li hasta ve kontrol bireylerinin lenfosit kiiltiirlerindeki kromozomal
anomali oranini, diger genotiplere (Arg/Pro ve Arg/Arg) sahip kronik aktif hepatit
B’li hasta ve kontrol bireylerinin lenfosit kiiltiirlerindeki kromozomal anomali
oranindan istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek tespit ettik (p<0,05). Mitotik
indeks bakimindan ise istatistiksel olarak herhangi bir fark olmadigini saptadik
(P>0,05). Bu sonuglar hem kronik aktif hepatit B’li hastalarda hem de saglikli
bireylerde homozigot prolin genotipinin diger genotiplere oranla daha fazla
kromozomal anomaliye yol actigini akla getirmektedir. Daha hacimli ¢alismalarla bu

sonuclarin desteklenmesine gereksinim vardir.
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3.6. SONUC

1. Interferon alfa-2a ve interferon alfa-2b uygulanan kronik aktif hepatit B’li
hastalarda, tedavi Oncesi ve tedavi sonrasi mitotik indeks ortalamalari arasinda
istatistiksel yonden herhangi bir fark tespit edilmedi (P>0,05).

2. Interferon alfa tedavisi alan kronik aktif hepatit B’li hastalar biitiin olarak birlikte
degerlendirildiginde de, tedavi Oncesi ve tedavi sonrast mitotik indeks
ortalamalarinda istatistiksel olarak herhangi bir fark goriilmedi (P>0,05).

3. Interferon alfa-2a ve interferon alfa-2b kullanan kronik aktif hepatit B’li
hastalarda, tedavi Oncesi ve tedavi sonrast kromozomal anomali bakimindan,
istatistiksel olarak herhangi bir fark tespit edilmedi (P>0,05).

4. Interferon alfa tedavisi alan kronik aktif hepatit B’li hastalar biitiin olarak birlikte
degerlendirildiginde de, tedavi oncesi ve tedavi sonrasi goriilen kromozomal anomali
oranlarinda istatistiksel olarak herhangi bir fark saptanmadi (P>0,05).

5. kronik aktif hepatit B’li hastalarda tedavi Oncesi goriilen mitotik indeks
ortalamalarinin, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli oranda diisiik
oldugu saptandi (p<0,05).

6. Kronik aktif hepatit B’li hastalarda tedavi oncesi goriilen kromozomal anomali
ortalamasimin kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli oranda yiiksek
oldugu saptandi (p<0,05).

7. pS3 codon 72 polimorfizminde kontrol grubuna oranla kronik aktif hepatit B’li
hastalarda homozigot prolin genotipinin daha sik, homozigot arjinin genotipinin daha
seyrek, heterozigot sikligimmin ise farkli olmadig:1 tespit edildi. Ancak yapilan
istatistiksel degerlendirmede hasta ve kontrol gruplarmin genotip dagilimlarindaki
fark anlamli bulunmamistir (p>0,05). Bu durum arastirma populasyonunun
kiiciikliigiine baglanmustir.

8. Homozigot prolin genotipine sahip kronik aktif hepatit B’li hasta ve kontrol
bireylerinin lenfosit kiiltiirlerinde goriilen mitotik indeks ortalamalar1 ile diger
genotiplere (Arg/Pro ve Arg/Arg) sahip kronik aktif hepatit B’li hasta ve kontrol
bireylerinin lenfosit kiiltiirlerinde goriilen mitotik indeks ortalamalar1 arasinda
istatistiksel olarak herhangi bir fark tespit edilmedi (p>0,05).

9. Homozigot prolin genotipine sahip kronik aktif hepatit B’li hasta ve kontrol

bireylerinin lenfosit kiiltiirlerindeki kromozomal anomali oraninin, diger genotiplere
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sahip (Arg/Pro ve Arg/Arg) kronik aktif hepatit B’li hasta ve kontrol bireylerinin
kromozomal anomali oranindan istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu
tespit edildi (p<0,05).

P53 geni kodon 72 polimorfizmi yoniinden homozigot prolin genotipi
oraninin, kontrol grubunda diisiik ¢cikmasina karsin hasta grubunda yiiksek ¢ikmasi
ve bu genotipe sahip bireylerde kromozomal anomali oraninin yiiksek olmasi,
kronik aktif hepatit B’ ye yakalanmada bu varyantin bir risk faktorii olarak

degerlendirilebilecegi sonucunu dogurmustur.
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