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OZET

Analjezikler diinyada en yaygin kullanilan ila¢ gruplarindan biridir. Yapilan aragtirmalarda, bazi
analjezik ilaclarin genotoksik ve karsinojenik etkileri tespit edildiginden beri s6z konusu etkilerini
inceleyen ¢alismalar artmistir. Bu ¢alismada analjezik ilag etken maddeleri olan Tenoksikam’in ve
Piroksikam’in genotoksik etkileri in-vitro insan periferal lenfositlerinde kromozomal anormallik
(KA) ve mikroniikleus (MN) testleri ile incelenmistir. Ek olarak mitotik indeks (MI) ve niikleer
bolinme indeksi (NBI) degerleri de belirlenmistir. Sonuclar Z testi ile incelenmistir. Kontrol
konsantrasyonlarina kiyasla onemli degisiklik gésteren uygulama gruplari i¢in konsantrasyon-etki
iliskisini belirlemek amaciyla SPSS versiyon 25.0 bilgisayar programi ile regresyon analizi
yapilmistir. Sonugta Piroksikam muamelesinin hem 24 hem de 48 saatlik KA uygulamalarida
kontrole gore herhangi bir konsantrasyonda anlamlilik gézlenmemistir. MN testi incelendiginde 48
saatlik maruziyetin 0,94 (p<0,01); 1,88 (p<0,01) ve 3,75 pg/mL (p<0,001) konsantrasyonlarda
kontrole gore anlamli artis gdzlenmistir (r=0,96). Mitotik indeks (MI) 24 ve 48 saatlik
uygulamalarinda 1,88 ve 3,75 pg/mL konsantrasyonlarda hem kontrole (sirastyla p<0,01, p<0,001)
hem de ¢oziicii kontrole (sirastyla p<0,05, p<0,001) gore anlamli oranda diigmiistiir. Bu diistisler
konsantrasyona bagli degildir (24 saat i¢in r=-0,14, 48 saat icin r=-0,24). Tenoksikam’in 24 saatlik
KA uygulamasinin kontrole gore en yiiksek konsantrasyonda (10 pg/mL) (p<0,05)istatistiksel olarak
arttigi goriilmektedir (r=0,80). Buna karsin 48 saatlik KA uygulamasinda herhangi bir toksik etki
gozlenmemistir. MN testi 48 saatlik maruziyetin en yiiksek konsantrasyon olan 10 pg/mL (p<0,01)
hari¢ herhangi bir konsantrasyonda toksik bir etki olusturmadigi sonucuna varilmistir (r=0,95).
Mitotik indeks (MI) 1,25; 2,5; 5 ve 10 pg/mL konsantrasyonlarinda anlamli diisiis gdstermistir
(Sirasiyla p<0,05, p<0,01, p<0,01, p<0,001). Bu diisiisler konsantrasyona bagli degildir (24 saat i¢in
r=-0,31, 48 saat icin r=-0,42). Niikleer boliinme indeksi (NBI) sonuglar1 her iki etken madde igin de
degismemistir. Sonucta, her iki etken maddenin de sadece yuksek konsantrasyonlarda genotoksik
etki gosterebilecegi tespit edilmistir. Bu tez ¢alismasi hem Piroksikam hem de Tenoksikam icin daha
once in vitro insan periferal lenfositlerinde ¢aligma bulunmamasi nedeniyle 6ncii niteligindedir. Bu
sonuglarin farkli hiicre gruplari ve in vivo testlerle desteklenmesi gerekmektedir.
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Anahtar Kelimeler :Piroksikam, Tenoksikam, Kromozomal anormallik, Mikrontkleus,
Genotoksisiste

Danisman :Dr. Ogr. Uyesi Ece AVULOGLU YILMAZ
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ABSTRACT

Analgesics are one of the most widely used groups of drugs in the world. Since the genotoxic and
carcinogenic effects of some analgesic drugs have been identified, studies examining these effects
have increased. In this study, the genotoxic effects of the analgesic drug active ingredients
Tenoxicam and Piroxicam were examined by chromosomal aberration (CA) and micronucleus (MN)
assays in human peripheral lymphocytes in vitro. In addition, mitotic index (MI) and nuclear division
index (NDI) values were also determined. The results were examined by Z test. Regression analysis
was performed with SPSS version 25.0 computer program to determine the concentration-effect
relationship for application groups with significant variation compared to control concentrations. As
a result, no significance was observed at any concentration of Piroxicam treatment compared to
control in both 24- and 48-hour PA exposures. When the MN test was examined, the 48-hour
exposure was 0,94 (p<0,01); concentrations of 1,88 (p<0,01) and 3,75 pg/mL (p<0,001) were
significantly increased compared to the control (r=0,96). The mitotic index (MI) at concentrations of
1,88 and 3,75 pg/mL at 24 and 48 hours was significantly reduced compared to both the control
(p<0,01, p<0,001) and solvent control (p<0,05, p<0,001, respectively). These decreases are not
dependent on concentration (r=-0,14 for 24 hours, r=-0,24 for 48 hours). It was seen that the 24 hour
treatment of Tenoxicam statistically increased at the highest concentration (10 ug/mL) (p<0.05)
compared to the control (r=0,80). However, no toxic effects were observed in 48 hour CA treatment.
The MN test concluded that 48-hour exposure did not produce a toxic effect at any concentration
other than the highest concentration of 10 pg/mL (p<0,01) (r=0,95). Mitotic index (MI) showed
significant decreases at concentrations of 1,25; 2,5; 5 and 10 pg/mL (p<0,05, p<0,01, p<0,01,
p<0,001, respectively). These decreases are not dependent on concentration (r=-0,31 for 24 hours,
r=-0,42 for 48 hours). Nuclear division index (NDI) results were unchanged for either active
substance. As a result, it was found that both active substances can show genotoxic effects only at
high concentrations. This work is pioneering for both Piroxicam and Tenoxicam, resulting from the
lack of previous studies on human peripheral lymphocytes in vitro. These results need to be supported
by different cell groups and in vivo tests.
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1. GIRIS

Agn Latince’de poena kelimesinin karsiligidir. Uluslararas1 Agr1 Calismalari Dernegi
tarafindan gercek ya da potansiyel doku hasariyla iliskili veya iliskili olana benzeyen hos
olmayan bir duyu ve duygusal deneyim seklinde ifade edilmistir. Bu tanima gore agr1 hosa
gitmeyen duyusal bir deneyimdir. Bu nedenle agr1 deneyimini degerlendirirken fiziksel

olsun ya da olmasin biitiin etmenleri degerlendirmeye katmak gerekir (Yazgan, 2020).

Agn siniflandirilmasinda genellikle agriya sebep olan kaynaklar ve bunlarin nedenleri s6z
konusu olmaktadir. Akut, kronik, yiizeysel, derin, yansiyan, fonksiyonel, fizyolojik ve
patolojik agr1 tipleri ve her biri igin ayr1 ayr tanimlamalar mevcuttur. Ornegin, akut agri
bedene zarar veren bir tiptir. Kimyasal bir olayin veya mekanik bir durumun sonucu
olugmaktadir. Bir anda baslamakta ve uzun siirmeden sonlanmaktadir. Kronik agr tipi ise

hastalik iyilesmesine ragmen devam eden agridir (Tuluc ve Tuylu, 2020).

Agrn eger tedavi edilemezse birtakim sikintilar bas gostermektedir. Bu sikintilar fizyolojik
fonksiyonlar1 diisiirerek diistinme ve iletisim kurma becerilerini olumsuz etkilemektedir.
Zihinsel fonksiyonlar1 ve sosyal iligkileri zayiflatmaktadir. Bunlarin bir sonucu olarak
kisinin hem yasam kalitesi diismekte hem de kisi psikolojik bozukluk yasamaktadir (Goktas,
2023; Sarthan, Kadioglu ve Artiran, 2012). Agr tedavi edilmek istendiginde c¢esitli yollara
bagvurulmaktadir. Bu yollar; agri yollarinin kesintiye ugratilmasi, stimulasyon teknikleri,
ila¢ tedavileri, psikolojik kontrol ve destekleyici tedavi ve son olarak fizyoterapiyi icerir.
Ilag ile agr tedavisinde kullanilan ilaglar da yine kendi aralarinda cesitli siniflandirmalara

tabi tutulmaktadir.

Insanlik tarihi boyunca devam eden yasantida agr1 her zaman insanin hayatinda yer almustir.
Farkli yaklagimlarla farkli donemlerde tedavi edilmeye calisilmistir. Yasanan gelismeler
1s181nda agr1 tedavisi multimodal bir hal almistir. Bu yaklasim ile agriy1 yok etmek i¢in ilag
etkilesimleri baz almmistir. Ilaglar bir kombin haline getirilerek diisiik dozlarda birlikte
verilerek tedavi saglamay1 amaglayan bir yaklasimdir. Multimodal analjezi lokal, adjuvan
analjezikler ve parasetamol gibi gruplarin yanm1 sira non-steroid analjezikleri de
barindirmaktadir (Akkaya ve Ozkan, 2009; Buvanendran ve Kroin, 2009; O’Neill, ve Lirk,
2022; Senyiiz ve Kogasli, 2017).



Analjezik kelime anlami olarak kisaca herhangi bir nedenden kaynaklanan belirli bir agr1
cesidinin etkisinin azaltilmast ya da tedavi edilmesi i¢in bagvurulan ilag grubunu ifade
etmektedir. Analjezikler farkli agr1 gruplarma farkli etken maddelerle cesitli etkiler
gostererek is gormektedir. Ancak biitiin olarak bakildiginda hepsi agr1 hissinin azaltilmasi
ya da ac1 kaybinin saglanmasi amaciyla kullanilmaktadir. Analjezik ilag etken maddelerini
iceren ilaglar antibiyotiklerden sonra en sik tercih edilen ilaglarin basinda gelmektedirler.
Recgetesiz satilabilenlerinin de bulunmasindan kaynakli olarak evlerde siklikla bulundurulan
ilag gruplar arasinda yer almaktadirlar. Genellikle bas agris1 ve grip gibi durumlarda

kullanimlarina bagvurulmaktadir (Kilic ve Tuylu, 2020).

Genetik toksisite ya da genotoksisite; ¢ekirdek, kromozom ve DNA yapisinda meydana
gelen DNA eklentileri, DNA kiriklari, gen mutasyonlari, kromozom anormallikleri,
klastojenite ve andploidi gibi hasarlar1 kapsayan genel bir terimdir. DNA veya genomun
kopyasimin ¢ikarilmasini saglayan enzimlerle etkilesime giren ve mutasyona neden olan
genotoksik maddelerin DNA’da hasar meydana getirmesi veya bazi degisimlere yol agmast
ise genotoksik etki olarak tanimlanmaktadir (Cheng ve digerleri, 1996). DNA molekdiliinde
mutasyonlara yol acan ajanlar ya da mutajenler, DNA {izerindeki etkilerini ya dogrudan ya
da genomik bilgilere gore sentezlenen proteinlere baglanarak dolayli yolla gdstermektedirler

(Duffaud ve digerleri, 2007).

DNA hasarinda rol alan kilit molekiillerde ve yollardaki bozukluklar ise doku hasari,
yaslanma, kanser, infertilite ve baz1 genetik ve multifaktoryal hastaliklara yol agmaktadir.
Genotoksisite ve karsinojenite arasindaki iliski pek ¢ok calismada incelenmis ve insanlar
igin karsinojen olan pek cok bilesigin genotoksik oldugu gosterilmektedir. Kimyasal
maddelerin mutajenik etkileri ile karsinojenik potansiyelleri arasinda kuvvetli bir iliskinin
oldugunun gosterilmesi, genotoksisite testlerinin endiistri kuruluslar1 tarafindan kimyasal
maddelerin karsinojenik risklerinin arastirilmasinda tarama testleri olarak kullanilmasi

sonucunu dogurmustur (Atli Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011; Fenech, 2020).

Ilag etken maddelerinin genotoksik ve sitotoksik olup olmadigini anlamak icin birkag farkli
test mevcuttur. Genotoksisite testleri arasinda kromozomal aberasyon testi ve mikroniikleus
testi gibi testler bulunurken; sitotoksisite belirtecleri arasinda mitotik indeks ve niikleer

boliinme indeksi hesaplamalari yer almaktadir.



Bu calismada yaygin olarak kullanilan Piroksikam ve Tenoksikam adli analjezik ilag etken
maddelerinin genotoksik ve sitotoksik etkilerini incelemek amaglanmistir. Bu amagla in

vitro periferik lenfositlerde kromozomal aberasyon ve mikroniikleus testleri uygulanmustir.



2. GENEL BILGILER

llaglar belirli amaglarla kullanilan gesitli kimyasallardir. Sagligmn korunmasi, bozulan
sagligin diizeltilmesi ve saglik sikintilarindan kaynaklanan aci hislerinin azalmasi amactyla
kullanilmaktadirlar. Saglik konusunda olduk¢a biiylik bir Oneme sahiptirler. Ancak
kullanimlar1 konusuna dikkat edilmesi gereken sartlar mevcuttur. Olumlu etkilerinin yani
sira kullanim sartlar1 disinda bir sekilde alinirsa ciddi derecede sorun olusturabilmektedirler.
Bu tiir olumsuzluklarin 6niine ge¢mek icin oncelikle rahatsizligin dogru tespiti énemlidir.
Kullanim sart1 da 6grenildikten sonra hekim tarafindan belirlenen tedavi sekline uyulmalidir.
Ilag uygunlugu ve giivenirligi belirlendikten sonra ilag¢ kullanilabilmektedir (Gelincik,

Biiyiikoztiirk, Issever, Colakoglu ve Dal, 2009).

[lag kullaniminm en sik tercih edildigi durumlardan biri agridir. Agr1 viicudun dokulara daha
fazla zarar vermesini dnlemek i¢in olusturdugu bir tepkidir. Agr1 tedavi metotlarinin basinda
analjezik kullanim1 gelmektedir. Analjezikler, bir diger isimleriyle agri kesiciler ac1 kaybini
saglamak amaciyla tercih edilen ilag tiirlerinin ortak adidir. Analjezikler Diinya’da en yaygin
kullanilan ilag gruplarindan biridir. Kanser agrilari, kemik agrilari, boyun agrilar1 ve bel

agrilar1 olmak tizere belirli agrilarin tedavisinde kullanilmaktadirlar (Kilic ve Tuylu, 2020).

2.1. Agr1ve Agn Tipleri

Agrn genis kapsamli bir olgu oldugu i¢in gruplandirilmas: konusunda siirekli degisiklikler
yapilmaktadir. Net olarak belirli bir gruplandirilma sekli hala mevcut degildir. Ancak
giinlimiizde genel olarak siiresine gore, kaynaklandig1 bolgeye gore, mekanizmasina gore,
etyolojisine gore, duyu sekline gore ve son olarak bolgesel sekline gore

gruplandirilmaktadir.

Stiresine gore agr1, akut ve kronik olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Akut agr1 organ islevinde
anormallik ya da hastalik esnasinda yasanan agrilar1 ifade ederken kronik agr1 ise etkisi daha
uzun siiren (yaklasik 180 giin) agrilari kapsamaktadir (Akkaya ve Ozkan, 2009;
Buvanendran ve Kroin, 2009; Senyiiz ve Kogasli, 2017). Kaynagina gore agr ii¢ gruba
ayrilmaktadir. Bunlar somatik agri, visseral agr1 ve sempatik agridir. Somatik agri, genel

olarak doku zedelenmesi ve kemiklerde meydana gelen catlak, kirik ya da ¢ikik



durumlarinda seyreden agr1 grubudur. Visseral agri, i¢c organlar ve i¢ organlarin etraflarini
saran zarlarin iglevini tam olarak yerine getiremedigi hastaliklarda seyreden agrilardir.
Sempatik agrilar ise daha ¢ok yanma hissinin bas gosterdigi agrilar1 ifade etmektedir (Cheng
ve digerleri, 1996; Duffaud ve digerleri, 2007; O’Neill ve Lirk, 2022).

Mekanizmasina gore agrilar ise nosiseptik, noropatik, reaktif, deafferantasyon ve
psikosomatik olmak iizere bes gruba ayrilmaktadir. Nosiseptik agrilar, doku zedelenmesiyle
merkezi sinir sisteminin uyarty1 almasi ve tepki olusturmasiyla meydana gelen agrilardir.
Noropatik agrilar, sinir sistemindeki lezyonlarin etkili oldugu bir agr1 grubudur. Reaktif
agrilar, viicudun ¢esitli durumlara kars1 gdsterdigi motor néron tepkileridir. Deafferantasyon
agrilari, sadece merkezi sinir sistemi degil ayn1 zamanda periferik sistemde de meydana
gelen lezyonlarin etkili oldugu agr1 grubudur. Hizla tedavi edilmesi gereken bir agridir.
Psikosomatik agr1 ise kisinin yasadigi psikolojik olaylari ¢esitli yollar degil de agr1 olarak
ifade etmesi durumudur (Akkaya ve Ozkan, 2009; Atli Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011;
Duffaud ve d,gerleri, 2007; Fenech, 2000).

2.2. Analjezik Tla¢c Gruplan

Cizelge 2.1. Analjezik Ilag Gruplari (Ath Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011; Cheng ve digerleri,
1996; Duffaud ve digerleri, 2007; Fenech, 2000; Gelincik ve digerleri, 2009).

ANALJEZIKLER
OPiOID | PIRAZOLON KANNABIOIDLER | ANILIDLER | NSAIi (Non | ATIPIiK
Steroid
Antiinflamatuar
ilaclar)
Morfin Ampiron/Aminofenazon | Ajulemik asit Parasetamol Indometazin Bisifadin
Eroin Metamizol AM404 (Asetaminofen) | Diklofenak Klonidin
Siklobenzaprin
Fentanil Fenazon Kannabidiol Fenasetin Naproksen .
Duloksetin
Kodain Kenevir Propasetamol | Etodolak Flupirtin
Tramadol Nabilon Meloksikam Gabapentin
. . o Glafenin
Metadon Tetrahidrokannabinol Piroksikam
Nefopam
Tenoksikam Orfenadrin
Tebaniklin
Trazodon
Zikonotid




Analjezik ilaglar Cizelge 2.1’ de belirtildigi gibi 6 sinifa ayrilabilir.

2.2.1. Opioidler

Giinliik dilde afyon olarak da bilinen opioidlerin bir diger isimleri de opiattir ve haghas
bitkisinden elde edilmektedir (Giimiis, 2020). Agri kesici olarak kullanilsa da bazi
durumlarda kullanan kisilerde mutluluk ve gevsemeye sebebiyet vermektedirler. Ulagimi
oldukca kolay olan bir ilag grubu oldugundan bu 6zellikleri ile de birlesince bu ilaci kullanan
kisilerde opiat bagimlilig1 denilen bir durum meydana gelmektedir (Brammilla ve Martelli,
2009). Talimatlara uyarak kullanildiklarinda etkin bir sonu¢ vermektedirler (Kuru ve
digerleri, 2011; Ziypak, 2017). Cizelge 2.2’de opioidlerin siniflandirilmas: goriilmektedir.

Buna gore opioidler ii¢ sinifa ayrilabilir.

Cizelge 1.2. Opioidlerin Simiflandirilmast (Brammilla ve Martelli, 2009; Kuru ve digerleri,
2011; Ziypak, 2017).

OoPioiD
AFYON ve ALKALOID YARI  SENTETIK  AFYON | SENTETIK
TUREVLERI
Kodein Asetildihidrokodein Alfaprodin
. Benzilmorfin A
Morfin . Anileridin
Dezomorfin
Afyon Dihidrokodein Buprenorfin
Dihidromorfin
Laudanum . . Butorfanol
Etilmorfin
Paregorik Diamorfin Dekstromoramid
Hidrokodon Dekstropropoksipfen
Hidromorfinol Dezosin
Hidromorfon Fentanil
Nikokodein Ketobemidon
Nikodikodein Levorfanol
Nikomorfin Metadon
Oxycodone (+parasetamol) - Meptazinol
Oksimorfon Nalbufin
Tebakon) Pentazocine
Propoxyphene
Propiram
Pethidine
Fenazosin

Tiim opioidlerin dozaj ayarlamasi, opioid toksisitesi ile kisitlanabilmektedir. Fakat opioide
toleransh bireylerin yiiksek dozu genellikle toleranssiz hastalardan daha fazladir. Opioidler

cok etkili analjezikler sinifinda yer alsalar bile bazi olumsuz yan etkilere sahip


https://tr.wikipedia.org/wiki/Kodein
https://tr.wikipedia.org/wiki/Morfin
https://tr.wikipedia.org/wiki/Afyon_(narkotik)
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Laudanum&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Paregorik&action=edit&redlink=1

olabilmektedir (Kourakis ve Dozi-Vassiliades, 1991; Rojas, Lopez ve Valverde, 1999;
Synder ve Yesil, 2001; Vassilides, Mourelatos, Eliopoulos, Schmid, 1975).

Kullanim sartlarinin aykir1 olmayan bir bigimde tiiketildiklerinde opioidler ve diger merkezi
analjezikler sikinti olusturmamaktadir hatta oldukc¢a iyi etki gostermektedir. Fakat
bagimlilik ve viicudun ilaca aligmasi yani toleransi gibi riskler meydana gelebilmektedir
(Skoulis, James, Harbison ve Roberts, 1989). Tolerans etkisi, ilacin sik kullaniminin
etkisinin azalmasina sebep olabilecegi seklinde yorumlanmaktadir. Bu durumu saglamak
giivenli oldugunda toleransa karsi etkinligi sabit tutmak amaciyla dozajin artirilmasina
ihtiya¢ duyulmaktadir (Ye ve digerleri, 1989). Bu durumda da kronik agridan sikayetci olan
ve uzun sure bir analjezik kullanmasi1 gereken hastalar tarafindan istenmeyen bir durumdur
(Timocin ve lla, 2015). Opioid toleransi siklikla opioid rotasyon tedavisi ile
degerlendirilmektedir. Burada yeterli bir analjezik etki almak girisiminde sikinti
olusturmayan dozajlarin agilmasini 6nlemek amaciyla hastalarin aldigi ilag diizenli sekilde
capraz toleransl olmayan iki ya da daha fazla opioid ilagla takas edilmektedir (Bernoa ve
digerleri, 2016; Devi ve Polasa, 1987; Guimar~aes da Silvaa ve digerleri, 2020; Luijten ve
digerleri, 2006; Timocin ve lla, 2015). Opioid toleransi; opioid kaynakli hiperaljezi ile ayn1
sey degildir. Bu iki durumun semptomlar1 oldukca benzer goriinebilir fakat etki
mekanizmas1 aymi degildir (Bernoa ve digerleri, 2016). Opioidlerin sebep oldugu
hiperaljezi, opioidlere maruz kalmanin agri durumunu arttirdig1 (hiperaljezi) istelik agrisiz

uyarani agrili duruma getirebildigi (allodini) haldir (Sari, 2004; Tayyaba ve digerleri, 2020).

2.2.2. Piralazonlar

Non-steroid ila¢ grubunda bulunan Piralazonlar 2 adet N (Azot atomu) ve 1 adet heterosiklik
bilesik icermektedir. Reaktif bolgelere sahip olan biyoaktif bir madde oldugu i¢in siklikla
ilag tiretiminde kullanilmaktadir. Bu nedenle tiirevleri de oldukca biiyiik bir 6neme sahiptir

(Omerustaoglu, 2017).

2.2.3. Kannaboioidler

Kannaboioidler beyinde kannaboid reseptorleri zerinde bulunurlar. Bu reseptorler
norotrasnmitter madde saliniminda etkilidir. Bu etki kapsaminda farkli kimyasallar1 i¢ine

alan bir gruptur. Bahsedilen bu nérotransmitterler, néronlar arasinda veya herhangi bir sinir



hiicresi ile bagka herhangi bir hiicre arasinda olan haberlesmeyi saglayan kimyasallardir.
Kannaboioidler kenevirden elde edilmektedir. Bunlara ek olarak kenevirin endustriyel
kullanim1 da mevcuttur. Yag ve lif elde etmek amaciyla Tarim ve Orman Bakanlig1 izninde
ekimi yapilmaktadir. Bu iznin sebebi aym1 zamanda esrarin ham maddesi olmasindan

kaynaklanmaktadir (Alpaslan ve Ugur, 1992; Omerustaoglu, 2017; Sari, 2004).

2.2.4. Anilidler

Notr ilaglar olarak da anilmaktadir. Bunun nedeni, karboksilik ila¢ islevselligi
icermemeleridir. COX (siklooksijenaz), izozim enzim ailesinden olan bir enzimdir. iltihap
ve agr1 gibi durumlarin tedavisinde inhibe olmaktadir. Bu inhibitdr enzim grubu NSAII’ler
arasinda yer almaktadir. Anilidler, COX’lara kars1 dnleyici aktivitelerinin olmasina kargin
olduk¢a az fonksiyona sahiptirler. Aslinda anilid grubundakilerin higbir anti-inflamatuar
etkisi olmadig1 distiniilmektedir. Yani sadece iltihapli olmayan bolgelerdeki COX
etkinliklerini indiklerler. Bu grup icinde en iyi bilinen ila¢ parasetamoldir (Alpaslan ve
Ugur, 1992; Balkaya, Kaya, Ata ve Karaca, 2021; Lee ve digerleri, 2013). Yiiksek atesin
disiiriilmesinde ve siddetli agrilarin gegmesi amaciyla kullanilan bir ilagtir. Genellikle
agrinin oldukga yiiksek oldugu sathalar yerine daha diisiik diizeydeki agrilar icin tercih
edilmektedir (A. Azap, Nassar ve N. Azap, 2013; Camu, Van-Lersberghe ve Lauwers, 1994,
Rainsfard, 1986). Bunlarin yani sira parasetamol, kanser hastaligindaki olduk¢a yogun gegen
agr siireglerinde opioidlerle beraber kullanilmaktadir (Camu ve digerleri, 1994; Fardet,
Nizard ve Generau, 2002; Rainsfard, 1986). Yaygin olarak oral ya da rektal olarak recete
edilmektedir. Ek olarak intravendz kullanim1 da mevcuttur. Etkisi 5 saatten kisa stirmektedir
(Savli, 2012). Analjezik grubunun igerinde yer alan hafif analjeziklerdir. Doz aralif1
konusunda kullanima oldukga dikkat edilmesi gerekilen bir ilagtir. Kullanildiktan neredeyse
bir saat sonra en yiiksek diizeydeki plazma konsantrasyonuna erigsmis olmaktadir. Plazma
yar1 omrii dort saatten fazla sirmemektedir (Choy, 2001; Mortelmans ve Rupa, 2005; Savli,
2012; Young, 2002). Viicuttan atilmis halinde dahi %3’line kadarlik kismi degisime
ugramamig olabilmektedir. Analjezik ac¢idan yorumu yapilacak olursa, yeni nesil
analjeziklere kiyasla hafif kalmis durumda bulunsa bile gastrointestinal sistemde yan
etkisinin neredeyse hi¢ bulunmamasi, giivenilirliginin yani1 sira hamilelerde kullanilabilmesi
parasetamolun her zaman 6n planda olmasini ve geleneksel bir analjezik olarak anilmasina

katki saglamaktadir (Vural, 2005).



2.2.5. Non-steroid antiinflamatuar ilaglar (NSAIT)

Non-steroid anti-inflamatuar ilaglar (NSAII) siklikla hissedilen agriy1 dindirmek igin regete
edilmektedirler. Aym1 zamanda iltihaplanma karsit1 ve ates diisiiricii etkileri de

bulunmaktadir.

IIk olarak 1820’lerde kolsisin, 1860’larda salisilik asit, 1898’lerde aspirin seklinde
kullanima sunulmustur (Zeiger, 2004). Ancak NSAII ismi 1949 yilinda fenilbutazoninin
sentezlenmesi ile birlikte anilmaya baslamaktadir. 1971 yilinda Dr. Jhon Wyone
caligmalarinda bu grubun etki mekanizmasi lizerinde arastirmalar yapmis ve ilk siklojenaz

emilimini tanimlamistir. Bunun tizerine Sir tinvani ve Nobel 6diilii almistir (Avcioglu, 2019;

Zeiger, 2004).

1976 senesinde ise prostoglandin endoperoksit sentetaz enzimi elde edilmistir. Siklojeneaz
olarak anilan enzim aslinda COX grubu enzimleridir (Young, 2002). Bu bilgiler 1s18inda
NSAII etki mekanizmalar1 hatta yan etkileri iizerinde arastirmalar hiz kazanmistir ve
giivenlik profili ile de ilgilenilmistir (Stopper ve Miler, 1997). Sonraki yillarda ise COX’un
aslinda tek bir molekiil olmadig1 ortaya konmustur. Birden ¢ok izomerinin farkli islevleri
oldugu kanitlandiktan sonra klinik arastirmalar farkli bir boyuta ge¢mistir. Bu tarz
gelismeler 1s181nda ilaglar farkli gruplandirmalara yonlendirilmistir (Choy, 2001). Kimyasal
yapi, enolik asitler ve oksikamlar bu siniflandirmalardan bir kismmin kendi i¢inde de
siiflara boliindiigiiniin kanit1 olmaktadir (Vanparys, Vermeiren, Sysmans ve Temmerman,
1990).

NSAII’ler ayn1 zamanda, ¢esitli kanser hiicre dizileri iizerine kemopreventif yani kanserden
korunma amaciyla dogal kaynaklarin ve ilaglarin kullanilmasi seklinde bir etki
sergilemektedir (Schmid, 1975). Ayn1 zamanda da baskilayic1 yani kemosupressif etki de
gostermektedir. Anti kanser etkileri protein ve mRNA dlzeyinde engelleyici etki
gostermektedir. Cu-II kompleksleri yalin ilaglardan oldukg¢a daha fazla diizeyde antikanser
etki sundugunu gdstermektedir (Cheng ve digerleri, 1996). NSAII’ler ctDNA ile etkilesime
girdiginde DNA omurgasinda deformasyona sebep olmaktadir. Fosfodiester baglarinda
meydana gelen bu bozulma yapisal mutasyonlarla iligkilendirilmektedir (Duffaud ve
digerleri, 2007).
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NSAIi’ler etkilerini COX enzimleri ile gdstermektedir. Arasidonik asitten prostoglandine
olan c¢eviri sonucunda COX enzimlerini selektif olmayan sekilde engelleyerek etki
gostermektedir (Himly ve digerleri, 2003; Mehlisch, 2002). NSAIi’ler dokularda olusan
hasarin ardindan prostoglandin sentezini engellemektedir. Hasarl1 dokularda hem agrinin
hem de inflamasyonun olusmamasi i¢in bu ilaglara ihtiya¢ duyulmaktadir. NSAII grubu
analjeziklerin belirgin yan etkileri mevcuttur. Bu gruptaki ilaglarin en sik gézlemlenen yan
etkisi sindirim sistemi Gzerinedir (Akici ve Gelal, 2011; Gelincik ve digerleri, 2009;
Mehlisch, 2002;). Alerjik bir kokene sahip olan hastaliklarda da yan etki gostermektedirler.
Buna o6rnek olarak astim verilmektedir. Astim siirecinde T lenfositleri basta olmak tizere
birgok hiicresel eleman gorev almaktadir. Astim bir inflamasyon hastaligi olarak
tamimlandigindan NSAII grubu ilaglar bu hastalikta kullanilmaktadir. NSAII grubu ilaglar
lenfositler {izerine etki ederken ayni zamanda astimdan dolay1 T lenfositlerinde meydana
gelen durumlar bir araya geldiginde bazi olumsuzluklar meydana gelmektedir. Bu
olumsuzluklara 6rnek olarak bronkospazmin indiiklenmesi verilmektedir. Bu ve benzeri
durumlarin  Oniine gecebilmek icin astimda analjezik ilag kullanim yollarinin
mekanizmasinin iyi bilinmesi ve ona goére analjezik ilaglarin segilerek kullanilmasi
onerilmektedir (Agc1 ve Cankara, 2012). NSAIl’ler Cizelge 2.3’ de gosterildigi gibi 6 sinifa
ayrilabilmektedir (Duffaud ve digerleri, 2007; Gelincik ve digerleri, 2009; . Himly ve

digerleri, 2003).

Cizelge 2.2. Non-Steroid Anti-inflamatuvar ilag (NSAIQ) Smiflandiriimas: ((Duffaud ve
digerleri, 2007; Gelincik ve digerleri, 2009; . Himly ve digerleri, 2003).

PROPIYONIK | OKSIKAMLAR | COX SALISATLAR |ASETiK | ANTALINIK |DIiGER
ASIT ASIT ASIT
TUREVLERI
Fenoprofen Meloksikam COX-I Aspirin Diklofenak | Meklofenamat | Nubumeton
Flurbiprofen Tenoksikam selektif Benorilat Indometazin | Mefenamik
Ibuprofen Piroksikam inhibitdrleri | Diflunisal Ketorolak | asit
Ketoprofen Selekoksib | Etenzamid Sulindak
Naproksen Rofekoksib | Magnezyum Tolmetin
Oksaprozin Salisilat
Salisin
Salisilamid
Salsalat
Trisalat

Oksikamlar, romatoit artrit, osteoartrit, akut gut ve akut kas agrilar1 tedavisinde kullanilan
analjeziklerdir. Kimyasal yapilarindan dolay1 NSAII grubunda yer alirlar. Yar1 émiirleri 20-

60 saattir. Zayif asidik olduklar1 i¢in midede kolay emilimleri olur. Genellikle bir plazma
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proteini olan albiimine baglanarak tasinirlar (Yilmaz, Tutar, Yenigiin, Ozer Simsek ve

Giilmez, 2017).

Bu tez ¢aligmasinda genotoksisitesi degerlendirilen Piroksikam ve Tenoksikam da oksikam

grubunda yer almaktadir.

Piroksikam piyasada 0,5 pg/mL konsantrasyonda bulunan, nispeten kuvvetli bir analjezik
etkiye oldugundan romatiroit ve ostoit artrit tedavilerinde siklikla tercih edilen non-steroid
anti-inflamatuar smifindan biri olan oksikamlar arasinda yer alan bir analjeziktir. Beyaz,
acik sar1 ya da agik kahverengi gibi tonlarda bulunabilen toz seklindeki bir ilag etken
maddesidir.  Biyofarmasotik Simiflandirma  Sistemi (BCS)’de simif 2 olarak kabul
gormektedir. Bu nedenle suda ¢oziiniirliigii oldukea diisiiktiir. Ancak seyreltik haldeki asitler
ve bazi organik olan ¢ozicllerde iyi cozlnur. Ancak, etanol ve bazik olan ¢6zucilerde daha
az ¢ozinmektedir. Analjezik olmasinin yani sira antipiretik ve anti-inflamatuar etkiye de
sahiptir. Sindirimi olduk¢a kolay olan Piroksikam maaliyeti ucuz ve kolay ulasilabilir bir
ilagtir. Diger NSAIl’lere kiyasla bas agris1, bas dénmesi ve depresyon gibi yan etkilerini

fazla olmakla beraber faydalari bu olumsuzluklarin 6niine gegmektedir.

Piroksikam’in suda c¢oziinilirliigliniin oldukca diisiik olmasi bu ilag etken maddesinin
emilimini zorlastirir. Hem agr1 kesici hem de ates diistiriicii etkileri mevcuttur. 20. yy.’ in
baslarindan itibaren kullanimi mevcut olan Piroksikam’in genotoksisitesi heniiz tam olarak
aydinlatilamamustir (Islami, Sopyan, Gozali ve Hairunnisa, 2020; Mirza, Miroshnyk, Habib,
Brausch ve Hussain, 2010; Shohin ve digerleri, 2014).

Tenoksikam, piyasada 0,2ug/mL konsantrasyonda bulunur ve siklikla sirt agrilari, legen
kemigi agrilari, baz1 dokularda sisme ve eklem iltihaplanmasi tedavisinde tercih edilir
(Balkaya, Kaya, Filiz ve Karaca, 2021; Ozgiir ve Ozzeybek, 2020; Ozkili¢ ve digerleri,
2018). Tenoksikam, Biyofarmasdtik Siniflandirma Sistemi (BCS)’de sinif 2 olarak kabul

gormektedir. Bunun nedeni, suda ¢oziiniirliigiiniin oldukca diisiik olmasidir.

Tenoksikam non-steroid anti-inflamatuar (NSAII) grubunda yer alan analjezik (agr1 kesici),
anti-inflamatuar ve trombosit agregasyonunu baskilayan etkiye sahip bir ilag etken

maddesidir.
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Tenoksikam, oksikam grubunda yer almaktadir. Tionetiyonin tiirevi bir ila¢ etken
maddesidir. Yapilan bir arastirmada Tenoksikam ilag etken maddesinin kan hiicre
grubundan biri olan notrofillerde bulunan peroksidazin aktivitesinin degismesinde
(azalmasinda) kofaktor olarak gorev aldigi ve bu etkinliginin anti-inflamatuar bir 6zellik
oldugu gosterilmistir. Ancak Tenoksikam’in anti-inflamatuar 6zelliginin arastirilmasina
yonelik yeterli galisma bulunmamakla birlikte, Tenoksikam’in dogrudan COX-11 enziminin
aktivitesini baskiladigi bilinmektedir. Bu baskilamay1 yaparken arasidonik asitten

metabolitlerin meydana gelisini 6nlemektedir (Ath Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011).

Tiim NSAII gruplar1 gibi COX’u inhibe ederek prostoglandin sentezini baskilar. Yani
selektif olmayan bir COX-2 inhibitoéridir. Siklooksijenaz-11 (COX-II) enzimini inhibe
ederek analjezik etki gosterir. COX-Il enzimi prostoglandin sentezini inhibe edebilen bir
enzimdir. COX-Il, iltihap olan bolgede indiiklenir. Sonrasinda mitojenler, sitokinler ve
endotoksinlerce stimiile edilir. Ardindan iltihap artar. Bu durumda arasidonik asitten
lipooksijenaz yolaklar1 ile meydana gelen metabolitlerden I6kotrienler, 16kositlerin vaskiiler
endotele hizla tutunmasini saglar. Ancak lipooksijenaz tlizerinde tedavi edici sekilde etkin
degildir. Fagositoz ve hiicre salinimina ek olarak farkli 16kositlerin islevini engellerler ve
iltihapl1 bolgede bulunan aktiflesmis oksijen radikalini yok ederek iltihap karsiti etkide
bulunurlar.  Reperfiizyon hasarinin ne seviyede oldugunu saptayan postkapiller
permeabiliteyi yiikseltir. iskemi durmaz ise lizozimler hiicre nekrozuna sebep olur (Y1ilmaz
ve digerleri, 2017). Piroksikam ve Tenoksikam aynmi zamanda NSAII grubu olan COX
grubunda yer alan COX II inhibitorleri ile de yakindan iliskilidir.

COX-II selektif inhibitorleri (koksibler) non-steroid anti-inflamatuar ilaglarin bir ¢esididir
ve dogrudan ve inflamasyon ve agridan sorumlu bir enzim olan COX-I1'yi inhibe ederek etki
gosterirler. COX’u prostaglandinlerin olusumunda temel enzimdir ve COX inhibisyonu,
non-steroid anti-inflamatuar ilaglarin etkilerinin birincil mekanizmasidir. COX enziminin
COX-1 ve COX-II olmak Uzere iki izoformu belirlenmistir. COX-I1 inhibitorleri grubunda
yer alan ilaglar NSAII sinifindaki ilaglardan iiretilmektedirler ve bu sinifin bir iiyesi olarak
kabul edilirler (Timirci-Kahraman, 2013). COX enzimleri hiicrelerde arasidonik asitten,
eikosanoidlerin olusumunda is goren enzimlerdir. Ayrica son zamanlarda tglincii bir
izoform olan COX-III kesfedilmistir. Ancak {izerine yapilan arastirmalar heniiz

tamamlanmamuistir (Krishna ve Hayashi, 2009; Widel ve digerleri, 2001).
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COX-1 ve COX-II ilk etapta bir araya gelerek, kararsiz yapida bulunan prostoglandin PGH2
tiretimini saglamaktadir (Von-Ledebur ve Schmid, 2003). Bir sonraki etapta ise, hiicreye
spesifik olan kararli prostoglandinlerin olusumuna olanak saglamaktadir. COX-1’in éncelikli
gorevi tromboksan yani TXA2 enzimi sentezlemektir (Heddle ve Countryman, 1976).
Somatik hiicrelerin biiyiik kisminda yer alirlar ve gastrik mukozal korumada etkili gorevleri
mevcuttur. COX-II’nin 6ncelikli gorevi ise hiicrelerin genelinde diisiik miktarda bulunarak
inflamasyonla ilgili gérevlere katilmaktir (Fenech ve Morley, 1986; Registre ve Proudlock,
2016). Sonrasinda bu analjezik etkilere COX-II enzimi ile etki ettigi gézlenmektedir. Burada
COX-I, COX-II; sirasiyla yapici ve uyarilabilir olarak yorumlanabilir (Jain, Singh, Dubey,
Maurya, ve Pandey, 2018). COX enzim aktivitesi ile beraber hiicre zar1 fosfolipidlerinin
prostoglandin sentezine giden yolakta kontrol altinda tutulup bahsi gegen enzimin NSAII ile
inhibisyonu araciligiyla prostoglandin sentezinin, lipooksijenaz yolagi ile ise de 16kositlerin

sentezini engelleyebilmektir (Luijten ve digerleri, 2006; Tayyaba ve digerleri, 2020).

Bu ¢alismada genotoksik etkisi incelenen iki COX-I1 selektif inhibitorii olan ve oksikamlar

arasinda yer alan Piroksikam ve Tenoksikam ile ilgili bazi1 bilgiler asagida verilmistir.

2.3. Genotoksisite ve Genotoksisite Testleri

Toksikolojinin bir alt dali olan genetik toksikoloji, organizmanin normal biyolojik isleyisi
sirasinda veya kimyasal, fiziksel ve biyolojik etkenlere bagli olarak hiicrelerin DNA
molekiillerinde meydana gelen degisiklikleri inceleyen bir bilimdir ve ¢esitli ajanlarin ortaya
¢ikardig1 genetik hasarin degerlendirilmesinde énemli bir yere sahiptir (Garewal, Ramsey,

Kaugars ve Boyle, 1993).

Genetik toksisite ya da genotoksisite; ¢ekirdek, kromozom ve DNA yapisinda meydana
gelen DNA eklentileri, DNA kiriklari, gen mutasyonlari, kromozom anormallikleri,
klastojenite ve andploidi gibi hasarlar1 kapsayan genel bir terimdir. DNA veya genomun
kopyasinin ¢ikarilmasini saglayan enzimlerle etkilesime giren ve mutasyona neden olan
genotoksik maddelerin DNA’da hasar meydana getirmesi veya baz1 degisimlere yol agmasi
ise genotoksik etki olarak tanimlanmaktadir (Cheng ve digerleri, 1996). DNA molekiliinde
mutasyonlara yol agan ajanlar ya da mutajenler, DNA iizerindeki etkilerini ya dogrudan ya
da genomik bilgilere gore sentezlenen proteinlere baglanarak dolayli yolla gostermektedir

(Duffaud ve digerleri, 2007). DNA hasarinda rol alan kilit molekiillerde ve yollardaki
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bozukluklar ise doku hasari, yaslanma, kanser, infertilite ve bazi genetik ve multifaktoryal

hastaliklara yol agmaktadir.

Ilaglarm genotoksik etkilerinin incelendigi testlerle alakali olarak Ekonomik Is birligi ve
Kalkinma Orgiitii (OECD)’niin kimyasallar maddelerin test edilmesi amaciyla olusturdugu
yonergelere onemle dikkat edilmektedir. Belirtilen yoOnergeler, etken madde piyasaya
sUrilmek isteniyorsa bazi incelemelerden ge¢melidir. Bu incelemeler, bakterilerde gen
mutasyon testi, memeli hicrelerinde in-vitro kromozomal hasarin sitogenetik agidan
incelenmesi ya da in-vitro memeli hicrelerinde gen mutasyonu testi ve son olarak Rodent
hematopoietik hiicreleri kullanilarak in-vivo kromozomal hasar testi uygulanmalidir (OECD,
2008).

EMEA (European Medicines Agency) 2007 yilinda Piroksikam’in mide-bagirsak, cilt
giivenirligi ve kardiyovaskiiler giivenirligini incelemis ve sonugta Avrupa Komisyonu
CHMP (Avrupa Ilag Ajansi Insani ilaglar Bilimsel Komitesi)’den Piroksikam’in fayda risk
dengesinin tam bir incelemesinin yapilmasini istemistir. Ancak Piroksikam genotoksisitesi
icin prokaryotikler ile tasarlanmis herhangi bir deney, in vivo ya da in vitro ortamda
memelilerde yapilmis herhangi bir genotoksisite testi bulunmamaktadir. Tenoksikam
genotoksisitesi i¢in ise EMEA’nin yaymladigi herhangi bir rapor bulunmamaktadir. Ayni
zamanda  prokaryotlar ve memeliler iizerinde uygulanmig  herhangi  bir
sitotoksisite/genotoksisite testi bulunmamaktadir (EMA, 2007).

Literatiirde Piroksikam ve Tenoksikam ila¢ etken maddeleri hakkindaki genotoksisite
caligmalarinin eksikligi dikkat ¢ekmektedir. Bu tez calismasi Piroksikam ve Tenoksikam
ilag etken maddelerinin insan lenfositlerinde iv vitro kromozomal anormallik (KA) ve
mikronukleus (MN) testi ile incelemesini igcerdiginden literatiirde 6nemli bir yere sahip

olacaktir.

Ilag etken maddeleri de dahil olmak iizere herhangi bir ajanin olasi genotoksisitesini
belirlemek i¢in bir¢ok yontem kullanilmaktadir. Hepsi farkli amaglarla farkli kosullardaki
genotoksisiteyi hesaplamak amaciyla tasarlanmiglardir. Ancak, bu ¢alismada en sik tercih
edilen testlere deginilmektedir (OECD, 2008).
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2.3.1. Kromozom anormallikleri testi (KA)

Kromozomal anormallikler, genellikle kromozomlarda meydana gelen hatalarin
onarilamamasindan kaynaklanmaktadir. Bazi durumlarda ise hem mitoz hem de mayoz
bolinme sirasinda kromozomlarin  dogru ayrilamamasindan kaynaklanmaktadir.
Epidemiyolojik arastirmalar, kromozomlarda meydana gelen hatalarin sikligindaki artigin
hiicreleri kansere gétiirebildigini gdstermektedir (Mamur, Ataseven, Unal ve Yiizbasioglu,
2018).

Maruz kalinan biyolojik, fiziksel ve kimyasal ajanlar kromozomlarin ya yapisinda ya da
sayilarinda farklilik olusturmaktadir. Sayisal farkliliklara poliploidi 6rnek verilebilir. Gap
(bosluk/cep) bu konuda inceleme yapan arastirmacilar acisindan anormallik olarak
nitelendirilmemektedir. Gap bolgelerin genomdaki spiral ¢dziilme nedeniyle meydana
geldigi ve bu sebeple de kromozomun boya almayan pargalari olarak nitelendirildikleri
sonucuna varilmistir. Yapisal farkliliklar ise kromatitlerde meydana gelen kiriklar,
kromozomda meydana gelen kiriklar, fragment, disentrik kromozom olusumu, halka
kromozom olusumu, kardes kromatitlerde meydana gelen birlesme, translokasyon,

inversiyon ve son olarak izokromozomlar seklindedir.

Kimyasal ile muamelesi interfazin ilk evresinde (G1) meydana gelmisse kromozom tipi
anormalliklerden; ikinci evresinde (G2) meydana gelmis ise bu kez kromatit tipi
anormalliklerden; sentez evresinde (S) meydana gelmis ise her iki tipteki anormalliklerden

de bahsedilir (Timoroglu, 2009).

Asentrik fragmentler ise terminal delesyonlar yani silinmelerden kaynaklanmaktadir.
Kromozomu meydana getiren her iki kromatitte de kirilma s6z konusu ise kardes
kromatitlerde birlesme olusabilmektedir. Ek olarak birbirine uzak mesafede bulunmayan
kromozomlarda meydana gelen kiriklar ise ¢esitli sekillerde bir araya gelerek birlesebilir.
Bu durum ¢esitli sekillerde ifade edilmektedir. Bunlar, translokasyonlar, disentrik
kromozomlar veya inversiyonlardir. Durum biraz daha karmasik ilerlediginde ise ¢esitli
diizenlemelerin meydana getirdigi halkasal kromozomlar olusabilmektedir (Vanparys,

Vermeiren, Sysmans ve Temmerman, 1990).
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Baz1 genotoksik maddeler, genomda yer alan fosfodiester baglarinin ayrilmasina neden
olarak DNA sentezi (S fazi) esnasinda meydana gelen hatanin diizeltilememesine neden
olmaktadir. Bu durum ise genotoksik olan maddenin kromozom yapisinda bir anormallik

olusturmaktadir.

Birgok farkli hiicre grubunda kromozomal anormalliklerin saptanmasi i¢in kromozomal
anormallik testi yapilmaktadir. Kromozomal anormallik (KA) testi Perry ve Evans’in (1975)
Cin Hamster Ovaryum (CHO) hiicrelerinde genom diizeyinde meydana gelen degisiklikleri
uyardigir belirlenmesinin ardindan uygulamaya konulmus gelistirilmis bir metoddur.
Kromozom adedi ve hiicre tipi net bir sekilde bilinen insan lenfosit kultlriinde genis bir
uygulamasi1 mevcuttur (Fenech, 2000). Bu test ile kromozomlarda olusan yapisal ve sayisal
degisiklikler degerlendirilebilmektedir. Bu degisiklikler genellikle hiicre bdéltinmesi
sirasinda meydana gelen hatalardan kaynaklanmaktadir (Evans, In Kilbey, Legator, Nichols,
ve Ramel, 1984; Yiizbasioglu, Yilmaz ve Fatma, 2016).

Genom diizeyinde toksik etkilere sahip olan ajanlarin belirlenmesinde siklikla bagvurulan
oldukga Onemli bir genotoksisite testidir. Belirli bir siire genotoksik agidan bir ajana
maruziyeti bulunan kisilerde bu genotoksik maddenin etkinliginin ne sekilde oldugunun

saptanmasi i¢in bagvurulan 6nemli bir testtir (Yiizbasioglu ve digerleri, 2016).

2.3.2. Kardes kromatit degisimi testi (KKD)

Kardes kromatit degisimi (KKD) testi, kromozom yapisin1 farklilastirmadan, kardes
kromatitlerin homolog lokuslar1 arasinda bulunan DNA segmentlerinin simetrik degisimi
temeline dayanan bir testtir (Vanparys ve digerleri, 1990). KKD testinde, DNA kiriklarini
g6zlemlenir hale getirmek amaciyla hiicre kiiltiirlerine DNA’da timin analogu gibi davranan
Bromodeoksitiridin  (BrdU) kimyasali kullanilmaktadir. Bu maddenin hiicre dongiisii
esnasinda kardes kromatitlerin arasina girmesi miimkiin kilarak homolog kromozomlardaki
DNA segmentlerinin karsilikli takasi goriiniir hale getirilmektedir (Avuloglu-Yilmaz,
Yiizbasioglu ve Unal, 2017; Avuloglu-Y1ilmaz, Yiizbasioglu ve Unal, 2022). Bu test; farkli
fiziksel ve kimyasal ajanlarin mutasyon ve kanser olusturucu etkilerini deneysel
arastirmalarda indikator test olarak kullanilmasina ek olarak o6zellikle kromozomlarda
meydana gelen yapisal farkliliklar1 incelemek agisindan da olduk¢a mithimdir (Atilboz,

2004; Demirel ve Zamani, 2002).
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2.3.3. Mikronukleus testi (MN) (sitokinezi bloklanmis mikronukleus testi (cytokinesis-
blocked micronucleus assay = CBMN Assay)

Mikronikleus (MN) testi Howell’in (1986) yaptigi calismalarla eritrositlerin icinde
saptanmistir. Howell’in ¢alismalari {izerine Jolly (1907) de bazi ¢aligmalar yapmistir ve
gozlemledigi MN’leri “Howell-Jolly cisimcikleri” olarak adlandirmigtir. Mikronukleuslar,
hiicre bolinmesi esnasinda kromozomlarin serbest hale gecmesiyle ana cekirdekten
bagimsiz olan, ¢ekirdek biiyiikliigiinin ana g¢ekirdege oranmin 1/3’ten kiclk oldugu, dis
kisminin gekirdek zari ile sarili oldugu yapilardir (Ustiiner, 2011). Sitoplazmalari ortaktir ve
ana ¢ekirdegin hemen yakminda bulunur (Unal, 2011). Mikronikleuslar, hiicre
boliinmesinin karyokinez asamasinda kinetekor ve ig ipliklerinde meydana gelen hatalardan,
hicre bolunmesinin kontrollinii  saglayan genlerin eksikliklerinden ve son olarak
kromozomlarda olusan tahribat nedeniyle meydana gelmektedir (Bonassi, El-Zein,
Bolognesi ve Fenech, 2011). Mikroniikleuslarin meydana gelmesinde bolinmenin hangi
evresinde olundugu 6nemli degildir. Hiicre boliinmesi esnasinda herhangi bir anda meydana

gelebilir (Unal, 2011).

Mikroniikleuslar hiicrelerde mitoz boliinme esnasinda meydana gelen ve gercek ¢ekirdege
bagli olmayan durumdadirlar. Biitiin bir kromozom veya asentrik kromozom parcalarindan
koken alarak meydana gelmektedirler. Tlk etapta 1950 yilinda bitki hiicrelerinde kromozom
hasar1 6lgmek igin kullanilmis olsalar da sonralarinda hayvan hiicrelerinde de hasar
belirlemek amaciyla tercih edilmislerdir (Demirel ve Zamani, 2002). Kultlre edilen insan
lenfositlerinde kanser olusumuna sebebiyet veren kimyasal maddelerin tayininde tercih
edilmektedirler. Ilerleyen galismalar bu testin anaploidiye sebebiyet veren ajanlarin
belirlenmesinde de kullanilmasina olanak saglamaktadir (Demirel ve Zamani, 2002; Unal,
2011; Ustiiner, 2011).

Anoploidiyi tetikleyen ajanlar sentromer kisminda boliinme esnasindaki sikintilarda ve ig
ipligi fonksiyon bozuklularina da sebep olmaktadir (Bonassi ve digerleri, 2011). Klastojenler
ise kromozom kiriklar1 meydana getirerek mikroniikleuslarin ortaya gelmesine etki
etmektedir. Mikroniikleus testi sitogenetik agidan bir deformasyon degerlendirilmesinde ve
kromozom analizinde avantaj sagladig1 icin tercih edilmektedir ( Geng, Ozcan ve Gelecek,
2002).
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Endiistrilesmedeki hiza bagli olarak artan ¢evre kirliligi ve maruz kaldigimiz kanser yapici
ajanlar genetik olarak toksik oldugundan ihtiyacimiz olan degerlendirmeler bu bahsedilen

mikroniikleus testi ile yorumlanmaktadir (Raharjo, Pambudi ve Mugiyanto, 2019).

Mikroniikleusun belirlenmesinde karyokinezi tamamlanmis ama sitokinezi (Sitokalasin-B
ile) engellenmis cift ¢ekirdek iceren (biniikleat) hiicreler incelenmektedir. Bunun sebebi
biniikleat hiicrelerin kimyasal ile muamelesinin ardindan genotoksisitesi incelenmek istenen
boliinme gegirmis hiicreler olmasidir. Bir mikronikleusun belirlenmesinde 3 kriter
mevcuttur (Hutajulu, 2022). MN c¢ap1 gercek ¢ekirdegin ¢apinin 1/3iinden kii¢iik olmalidir.
Boya alma yogunlugu gergek cekirdek ile ayni seviyede olmalidir. Yalnizca sitoplazma

béliinmesi engellenmis iki ¢ekirdekli hiicrelerde sayilmalidir (Islami ve digerleri, 2020).

2.3.4. Ames testi

Ames tesi kimyasal maddelerin mutajenik etkilerinin arastirildigi caligmalarda kullanilarak
(Dkhil, Tohamy ve Gabry, 2011), gegerliligi onaylanan bakteriyel testler arasinda yer
almaktadir (Abdeen ve digerleri, 2019; Balkaya ve digerleri, 2021). Avantajlar1 arasinda
hizli olmasi, maliyetinin diisiik olmasi ve uygulamasinin kolay olmasi vardir (Vanparys ve
digerleri, 1990). Genellikle nokta mutasyonun ve c¢erceve kaymasi mutasyonlarina

kimyasallarin neden olup olmadiginin tespitinde kullanilir (Bonassi ve digerleri, 2011,

Ozkan, Kocatiirk, Okutan ve Ozer, 2021).

2.3.5. Comet testi

Farkli ajanlarin sebep oldugu bir DNA hasar1 varsa bu hasarin ne oldugunun belirlenmesi
amaciyla tercih edilen bir testtir. Avantajlar1 arasinda, hassas olusu, hizli ve giivenli olusu
vardir. Diger bir ismi de tek hiicre jel elektroforezidir. Cogu memeli hiicresinde farkli
ajanlarin baskiladigt DNA hasar1 ve tamir sikintilarinin belirlenmesini hedefleyen
arastirmalarda tercih edilir. DNA kiriklarinin belirlenmesi temeline dayali bu test, birgok
fiziksel ve kimyasal ajanin spesifik olarak insanlarda sebep oldugu DNA hasarinin ve
tamirinin belirlenmesini hedefleyen arastirmalarda tercih edilmektedir. DNA kiriklarinin
tespiti temeline dayanan bu test, gogu zaman kanser ve kalitsal hastalik tespitinde kullanilan
biyoizlem testi olarak kullanilmaktadir (Avuloglu-Yilmaz, Yiizbasioglu, Ozgelik, Unal, ve
Ersan, 2017; A. Arslan ve E. Arslan, 2007; Yenice, 2005).



19

2.3.6. Analjezik ilag etken maddeleri ile yapilmis genotoksisite ¢calismalar:

Analjezik ilaglar yararli kullanimlarinin yani sira beraberlerinde bazi olumsuzluklar da
getirmektedir. Meydana getirdikleri bu olumsuzluklar genom dlzeyine kadar
ulagabilmektedir. Bahsedilen bu genom diizeyindeki olumsuzluklar genotoksisite ile iligkili
olabilir (Demirel ve Zamani, 2002). Analjezik ila¢ etken maddeleri iizerine yapilan
genotoksik calismalar degerlendirildiginde ¢alismalarin bir kismi bazi ilag etken
maddelerinin genotoksik olarak olumsuz sonuglar vermesine karsin bir grup etken maddenin
ise herhangi bir olumsuz sonug vermedigi gostermektedir (Bakir ve digerleri, 2021; Hayes,

Hardisty, Harris ve Weber, 2020; Karanfil, 2020; Kilig, 2018).

Analjezik ila¢ kullamiminda dikkat edilmesi gereken en Onemli unsurlar ilacin alindig
zamanlar ve dozajlaridir. Bunun yaninda ilacin kullanim sekli de viicutta emilim hizin1 ve
viicuda etkisini etkilemektedir. Analjezik ilaglardan alinan verimi en yiiksek seviyede
seyrettirmek icin kullanilan dozaja ve doz araligina dikkat edilmektedir. Boylece agr1 kesici
ozelliginin daha hizli ve etkin sekilde olusmasini saglamaktadirlar. Bu durum hem dozlarin
daha az olmasmi hem de olumsuz etkilerinin daha da aza indirilmesini saglamaya

yaramaktadir (Aktas Potur ve Toptanci, 2021).

Yapilan aragtirmalarda, bazi analjezik ila¢ etken maddelerinin genotoksik ve karsinojenik
etkilere sahip oldugu tespit edildiginden beri, bu maddelerin s6z konusu etkilerini inceleyen
caligmalar artmistir. Bu calismada genotoksik etkileri arastirilan Piroksikam’in ve

Tenoksikam’in genotoksisitesinin incelendigi bazi arastirmalar yer almaktadir.

Piroksikam genotoksisitesi ile ilgili yapilan bir calismada, ilag genotoksisitelerinin
incelenmesi amaciyla fare, sigan, maymun, kopek ve son olarak insan karaciger hiicrelerinde
in-vitro MN testi (50, 1000 ve 1500ug/mL) uygulanmistir. Sonuglara bakildiginda
Piroksikam’in MN frekansini artirmadigi ve dolayisiyla herhangi bir genotoksik etki

gostermedigi sonucuna varilmistir (Kishino, Hasegawa, Yamoto ve Mori, 2019).

Piroksikam’in genotoksik etkisi 20-25 g agirligindaki saglikli farelerde (Mus musculus)
0,3mg/kg dozda 24 saatlik muamele ile KA testi ile incelenmistir. Ayn1 zamanda mitotik

indeks frekanslari da degerlendirilerek sitotoksisitesi de incelenmek istenmistir. Sonugta
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kromozomal anormalliklerin anlamli diizeyde artmadigi ve mitotik indeks frekansinda

degisiklik olmadig1 gézlenmistir (Dkhil ve digerleri, (2011).

RAW 264.7 makrofajlarinda, Piroksikam ve lipozomla kaplanmis Piroksikam’in 0,1; 0,2 ve
0,4 mg/ml konsantrasyonlarda 24 saatlik muamelelerinin sitotoksisitesi in vitro MTT testi
ile degerlendirilmistir. Prioksikam uygulamalarinin hiicre canliligini 6nemli derecede
azaltmadigi gbzlemlenirken lipozomla kaplanmis Piroksikam’in hiicre canliligini en yiksek
konsantrasyon olan 0,4mg/ml’de anlamli diizeyde azalttigi gozlenmistir (Chiong ve
digerleri, 2013).

Piroksikam ve Tenoksikam ile gerceklestirilmis ¢ok fazla genotoksisite c¢alismasi
bulunmamaktadir. Ancak bagka farkli ila¢ etken maddelerinin genotoksik potansiyellerinin
arastirildig1 calismalar bulunmaktadir. Tbuprofenin in-vivo KA testi ile farelere oral yola
uygulanan 10, 20, 40 ve 60 mg/kg dozlarinin genotoksisitesi incelenmistir. Farelerin kemik
iligi hiicrelerinde bu uygulama sonucunda mitotik indeks degerlerinin 40 ve 60 mg/kg’lik
dozlarda azaldig1 ve kromozomal anormallik frekanslarinin doza baglh arttig1 gdzlenmistir.
Sonugta genotoksik etki gosterdigi bulunmustur (Rina, Shyam, Pankaj, 2012). Bir baska
calismada Dexketoprofen trometamol’iin genotoksisite ve sitotoksisitesinin 100-1000
pg/mL konsantrasyonlarinda diisiik ve yiiksek konsantrasyonlarinin kiyaslanarak saglikli
insan lenfositlerinde 24 ve 48 saatlik maruziyetler ile Comet testi ve Mikroniikleus (MN)
testi ile incelenmesi yapilmistir. Sonugta MN testinde 500 ve 750 pg/mL
konsantrasyonlarinda mikroniikleuslarin baskilandig1 ve klastojenik etkiye sebep oldugu
gozlenmistir. Comet testi sonuglarinda ise Dexketoprofen trometamol’iin DNA’da iplik
kiriklarina neden oldugu kuyruk uzunlugu ve yogunluguna bakilarak tespit edilmistir.
Sonugta Dexketoprofen trometamol’ln genotoksik oldugu ancak sitotoksik olmadigi

sonucuna varilmistir (Kilig, 2018).

Bagka bir calismada agri inhibitorii olan amin hidrolaz (FAAH) genotoksisitesi insan
periferal lenfositlerinde 24 ve 48 saatlik muamelesi KA (75, 150 ve 300 pg/mL) ve MN
(450, 900 ve 1800 mg/kg erkek farelerde; 350, 700 ve 1400 mg/kg disi farelerde) testleri ile
incelenmistir. Sitotoksisitesi ise Faz 1 ¢alismasiyla FAAH inhibitéri BIA 10-2474’nin
mutajenitesinin E. coli bakterisi kullanilarak AMES testi uygulamasiyla incelenmistir.
AMES testi negatif sonu¢ verirken KA ve MN test sonuclart genotoksisite varligin

kanmtlamistir (Hayes ve digerleri, 2020).
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3. MATERYAL METOT

3.1. Materyal

Bu c¢alismada analjezik ilag etken maddeleri olarak kullanilan Piraoksikam’in ve
Tenoksikam’in  genotoksik etkileri incelenmistir. Piroksikam’in ve Tenoksikam’in
genotoksik etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla kiiltiire edilmis insan periferal lenfosit
hiicreleri kullanilmistir. Bu amagla iki kadin dondrden periferik kan alinmistir. Donérlerin
belirlenmesindeki kriterler su sekildedir: Hicbir saglik probleminin bulunmamasi, tiitiin
iirlinii ve alkol kullanilmamasi, 18-25 yas araliginda olmasi ve en az ii¢ ay siire ile herhangi
bir genotoksik ajana maruz kalmamis olunmasi. ilag etken maddelerinin hazir ticari formlar

satin alinarak kullanilmistir.

Bu calisma Amasya Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Etik Kurulu’nun 3 Haziran

2021 tarihli 86 karar numarali izni ile gergeklestirilmistir (EK-1).

3.1.1. Test materyali

Piroksikam
Molekiil agirligi : 331,348 g/mol
CAS No : 36322-90-4 (Sigma-Aldrich)
Yapisal formiilii : Sekil 3.1°de gosterilmistir.
Kimyasal formili : C15H13N304S1
Yarilanma sresi :30-86 saat

= o OH

T

N N —
H
7\

Sekil 3.1. Piroksikam’in yapisal formiilii (Zan, 2007).
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Tenoksikam
Molekiil agirlig : 337,376 g/mol
CAS No : 59804-37-4 (Sigma-Aldrich)
Yapisal formiilii : Sekil 3.2°de gosterilmistir.
Kimyasal formili : C13H11N304S2
Yarilanma siiresi : 30-140 saat

= N O OH

H |

N VY
L. \//s\\
O O

Sekil 3.2. Tenoksikam’in yapisal formiilii (Akata, 2022).

Calismada kullanilan diger kimyasallar

Besiyeri (LymphoPlus, Complete Medium for Peripheral Blood Lymphocytes Cat. No:
CY100-100), Mitomisin C (Cas No: 200-008-6), sitokalasin B (Cas No: 14930-96-2),
Giemsa (Lot: HX44195604) ve Etallan (Lot: HX16597461) Sigma-Aldrich’den alinmistir.

3.2. Metot

NSAII grubu analjezik ilag etken maddesi olan Piroksikam’in ve Tenoksikam’1n genotoksik
etkileri iki farkli genotoksisite testi kullanilarak degerlendirilmistir. Uygulanan testler

Kromozomal Anormallik Testi (KA) ve Mikroniikleus Testi (MN)’dir.

3.2.1. Calismada kullanmilacak konsantrasyonlarin belirlenmesi

Bu ¢alismada, hem Kromozomal Anormallik (KA) hem de Mikronikleus (MN) testlerinde
kullanilan konsantrasyonlarin belirlenmesinde o maddenin literatiirde gegen deney
hayvanlariyla yapilan ¢alismalarda belirlenen LD50 konsantrasyonlari referans alinmistir
(Cizelge 3.1) (Erden, 2016; Atkosar, 2014). Bu konsantrasyonlar baz alinarak ¢alismada
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kullanilacak konsantrasyonlarin belirlenmesi amaciyla ©on denemeler yapilmigtir.
Piroksikam’in 120, 60, 30, 15, 7,5; 3,75; 1,88; 0,94; 0,47; 0,23 pg/mL’lik konsantrasyonlari
denenmis ve sonugta 3,75; 1,88; 0,94; 0,47; 0,23 pg/mL’lik konsantrasyonlar secilmistir.
Tenoksikam’in 40, 20, 10, 5, 2.5, 1,25; 0,63; 0,31 pug/mL’lik konsanstrasyonlar1 denenmis
ve sonugta 10, 5, 2.5, 1,25; 0,63 pg/mL’lik konsantrasyonlar se¢ilmistir.

Cizelge 3.1. Piroksikam ve Tenoksikam igin LD50 dozlari.

ILAC  ETKEN | CANLITURU | UYGULAMA SEKLI LD 50 DOZU KAYNAKLAR

MADDESI

PIROKSIKAM FARE Oral 317 mg/kg (Erden, 2016).
RAT Oral 216 mg/kg

TENOKSIKAM | FARE Oral 279mg/kg (Atkosar, 2014).
RAT Oral 79 mg/kg

3.2.2. Kiiltiire edilmis insan lenfositlerinde kromozomal anormallik (KA) testi

Kromozomal anormallik (KA) testinin uygulamasinda Evans ve arkadaslarinin (1984)
metodunun c¢esitli revizelerine [86,87] gore deney prosediirii gerceklestirilmistir. Belirli
kriterlere gore secilen alkol ve sigara bagimliligi olmayan, kronik hastaligir bulunmayan 30
yas alt1 geng yetiskin, saglikli, iki kadin dondrlerden kan heparinize edilerek alinmustir.
Heparinize edilmis kandan DPBS ve Tripsin-EDTA iceren besi yeri bulunan tiiplere her bir
tpe 0,2 mL olacak sekilde ekilmistir. Kiiltiire baglanmasinin ardindan 24 saat ve 48 saat
sonra Piroksikam ve Tenoksikam ilag etken maddelerinin yukarida belirtilmis olan
konsantrasyonlariyla hiicrelere muamele edilmistir. Ote taraftan distile su negatif kontrol ve
0,20 pg/mL konsantrasyonundaki Mitomisin-C (MMC) ise pozitif kontrol olacak sekilde
deneye dahil edilmistir. Piroksikam icin ¢0Oziici kontrol olarak 4,81 pg/mL
konsantrasyonunda DMSO, Tenoksikam igin ¢ozlci kontrol olarak 3,70 pg/mL
konsantrasyonunda metanol kullanilmustir. Kiiltiiriin  basglamasinin ardindan 70. saat
gectiginde ise her bir tiipe 0,06 pg/mL Kolsisin ¢ozeltisinden ilave edilmistir. Bu islemin
amaci hiicreleri metafazda tutuklamak igin 6n isleme tabi tutmaktir. 72. saatin bitiminde ise
kiiltiir islemi sona erdirilmistir. Bu amagla 6ncelikli olarak her bir tiip 1200rpm’de 10 dakika
santriflij edilmistir. Santrifiij isleminden sonra siipernatant uzaklastirilmistir. Ardindan kalan
kisim iizerine KCI (0.075M) c¢ozeltisi eklenmistir. Tiipler, KCI ¢ozeltisi ile yaklasik 30
dakika 37°C’de etiivde inkiibasyona birakilmistir. 30 dakika sonunda yeniden santrifiij

islemi gerceklestirilmistir. Stipernatantin tekrar uzaklastirilmasinin ardindan hiicreler soguk
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fiksatif (3:1 metanol: asetik asit karisimi) ile fikse edilmistir. Kiiltiir tiipleri bu soguk fiksatif
karisimi ile +4°C’de 45 dakika siiresince bekletilmistir. Sonrasinda bu soguk fiksasyon
islemi 2 tekrar olacak sekilde yeniden uygulanmistir. Ardindan son kez siipernatant
uzaklastirilmasinin sonunda her bir tlipiin dibinde kalan hiicreler, pipetaj ile homojenize
edilmistir. Béylece homojen hale gelen bir siispansiyon hazirlanmis olmustur. Oncesinde
temizligi saglanmis olan lamlarin salelere dizilerek -20°C’de buzlukta sogutulmustur.
Sogutmanin ardindan bu sispansiyonlar sogutulan temiz lamlarin {izerine damlatilarak

yayillmistir. Hazirlanmasi tamamlanmis olan preparatlar bir giin siiresince kurutulmustur.

Preparatlarin boyanmasi

Oncesinde oda sicakhiginda bir giin kurumaya birakilarak kurumalari saglanmis
preparatlarin hem kromozomal anormalliklerinin hem de mitotik indekslerinin saptanmasi
amaciyla boyanmasi gerekmektedir. Boya i¢in 6ncelikle tampon hazirlamak gerekmektedir.
Asidik tampon i¢in NaHPO32H20 1,19 gr tartilarak son hacmi 100mL’ye tamamlanir.
Bazik tampon icin KH2PO4 0,91 gr tartilir ve son hacim 100MI’ye tamamlanir. Asidik
tampondan 42mL ve bazik tampondan 38 mL tartilarak behere alinip iizerine 5mL Giemsa
boya (Lot: HX44195604 Sigma-Aldrich) eklenir ve karistirilir. Ardindan preparatlar
dogrudan 25 dakika pH’1 6,8 olan %5°lik Giemsa boyasi ile boyanmustir. Preparatlar boyama
islemi sonrasinda saf su ile yikanmistir. Ug kez yikama islemine tabi tutulan preparatlar
90°’ye yakin bir ac1 ile yerlestirilerek kurumaya birakilmistir. Kurudugundan emin olunan
preparatlarin bulundugu lamlarin iizerine etellan damlatilip {izerlerine yeni lamlar
kapatilmistir. Bu sekilde preparatlar entellan ile sirekli olarak gozlemlenebilir hale

getirilmistir.

Kromozom anormalliklerinin ve mitotik indeksin saptanmasi

Kromozom anormalliklerinin belirlenmesinde her bir konsantrasyon i¢in kromozomlari
giizel gozlemlenebilir sekilde konumlanmis durumda olan totalde 400 metafaz (her bir
dondrden 200 metafaz olmak iizere) incelenmistir. Incelenmesi yapilan metafazlar
arasindaki anormal hiicre yizdesi ile hiicre basina diisen kromozom anormalliklerinin

miktar1 saptanmistir.
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Mitotik indeksin (MI) belirlenmesi esnasinda var olan biitiin konsantrasyonlar igin
hazirlanan preparatlardan 2000’er hiicre (toplam 4000 hiicre) incelenmistir. Mitotik indeks
saptanirken boliinen hiicre sayisinin totaldeki hiicre sayisina kiyasi yiizde cinsinden

hesaplanmistir (Cemile, Yiizbasioglu ve Unal, 2014).

[BH/N] (BH bdéliinebilen hiicrelerin sayisini N ise toplam hiicre sayisini ifade etmektedir.)

formili kullanilarak hesaplanmustir.

3.2.3. Kiiltiire edilmis insan periferal lenfositlerinde mikronikleus (MN) testi

Mikroniikleus (MN) testi uygulamasi ise Fenech ve arkadaslarinin (Fenech, 2020) metodu
revize edilerek gerceklestirilmistir. Bu amagla ilk olarak her bir dondrden pihtilasma
olmamasi amaciyla heparinize edilerek kan alinmistir ve igerisinde besi yeri bulunan her bir
tipe 0,2 mL ilave edilmistir. Ardindan bu tiiplerin her biri 37°C’de etiivde 72 saat siirecek

inkiibasyona birakilmstir.

Kulturiin 24. saatine gelindiginde kultlrdeki hicrelere Piroksikam’m ve Tenoksikam’in
yukarida belirtilmis olan konsantrasyonlar1 ile muamele edilmistir. Ek olarak negatif kontrol
(distile su), pozitif kontrol (0,20 pg/ml MMC) ve ¢6ziicu kontrol (Piroksikam igin 4,81
pg/ml DMSO, Tenoksikam igin 3,70 pg/ml metanol) ile muamele edilmislerdir. 44. saate
gelindiginde ise sitokalasin-B (5,2 pg/ml) kiiltiire ilave edilmistir. Bunun amaci sitokinezi
engellemektir. 72. saatin dolmasinin ardindan her bir tiip 1000 rpm’de santrifiij edilmis ve
slipernatantalar uzaklagtirilmistir. Arda kalan kisma soguk olan KCIl soliisyonu ile +4°C’de
5 dakika muamele edilmistir. TUpler tekrar santrifilj edilerek siipernatant kismi atilmigtir.
Tiiplerin herbirine 5’er mL 3:1 oraninda metanol: asetik asit ile hazirlanmis olan soguk
fiksatif eklenmistir. Buzdolabinda 15 dakika stiresince bekletilmistir. Fiksasyon agamasi 3
kez tekrar edilmistir. Son olarak 3. Fiksatife %1’lik formaldehit ¢ozeltisi eklenmistir.
Tuplerin son kez santriftj edilmesinin ardindan tiiplerde kalan siipernatant uzaklastirilmistir.

Arda kalan hiicre siispansiyonu pipetaj uygulamasi ile homojen hale getirilmistir.

Oncesinden temizlenerek sogumaya birakilan lamlar iizerine hazirlanan bu homojen hiicre
siispansiyonlart 15-20cm ylkseklikten damlatilarak yayilmalart saglanmistir. Hazirligi

tamamlanan preperatlarin her biri oda sicakliginda bir giin siiresince kurumaya birakilmigtir.
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Preparatlarin boyanmasi

Mikroniikleus (MN) testi i¢in hazirlig1 tamamlanan preparatlarin her biri Giemsa (%5’lik,
pH=6,8) boyasi ile 15 dakika siiresince boyanmustir. Distile su serisinde 3 tekrarla yitkanmasi
saglanan preparatlar oda sicakliginda kurumaya birakilmistir. Kuruma igleminin ardindan
lamlarin {izerine etellan damlatilmistir. Ardindan temiz bir lam ile kapatilarak oda
sicakliginda kurumaya birakilmistir. Bu sekilde preparatlar entellan ile daimi hale

getirilmislerdir.

Mikroniikleus (MN)’un ve niikleer boliinme indeksi (NBI)’nin saptanmasi

Mikronukleusun belirlenmesinde karyokinezi tamamlanmis ama sitokinezi (sitokalasin-B
ile) engellenmis ¢ift ¢ekirdek igeren (biniikleat) hiicreler incelenmektedir. Bunun sebebi
biniikleat hiicrelerin kimyasal ile muamelesinin ardindan genotoksisitesi incelenmek istenen
bolinme ge¢irmis hiicreler olmasidir. Bu sayede biniikleat hiicrelerde saptanan
anormalliklerin Piroksikam ya da Tenoksikam muamelesinden kaynaklanarak meydana
geldigi bilinecektir. Mikroniikleuslarin belirlenmesi i¢in her bir preparattan 2000 adet olmak
uzere toplamda her bir konsantrasyon icin 4000 adet binlkleat sayimi yapilmistir.

Binukleat igeren hiicreler mikronkleusun varlig: ya da yoklugu konusunda incelenmistir.
Eger mikroniikleus oldugu kanisina varilmigsa mikroniikleuslu hiicreler ka¢ adet
mikrontikleus icerdikleri konusunda arastirilmistir. Hiicreler tek mikronukleuslu, cift
mikronukleuslu, t¢ mikronukleuslu veya daha fazla olacak sekilde siniflandirilip sayilarak
hiicre basina diisen MN sayisinin (MN/Hiicre) hesaplamalar1 yapilmistir. Hesaplama igin
IX(IMN)+2x(2MN)+3x(3MN+4MN)/N formull kullanilmistir. Burada N ifadesi incelenen

tim hicrelerin toplam sayisini kastetmektedir (Palus ve digerleri, 2003).

Niikleer béliinme indeksi (NBI) saptanirken her bir konsantrasyonda her bir dondrden 1000
toplamda ise 2000 hiicre sayimi yapilmistir. Hiicreler tek cekirdekli (IN), cift ¢cekirdekli
(2N), ¢ (3N) ya da dort gekirdekli (4N) hucreler seklinde ayrimlart yapilarak sayilmistir.
Sayim sonunda NBI hesaplamasi1 gerekli formiile uygun bir bicimde yapilmistir. Formiil
Ix(IN)+ 2x(2N)+3x(3N+4N)/n seklindedir ve n ile kastedilen sayilan toplam hiicre sayisidir
(Cemile ve digerleri, 2014).
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3.2.4. istatistiksel analizler

Bu calismada, kromozom anormallik (KA) testinde yer alan kontrol ve uygulama yapilan
her bir konsantrasyon grubundan elde edilen sonuglara gore hem hiicre basina diisen
kromozomal anormalliklerin hem de anormal hiicre ytizdesinin sonuglari ile MN/hiicre, M1
ve NBI degerleri z-testi ile analiz edilmistir. Diger bir taraftan kontrol grubuna kiyasla
onemli degisim oldugu saptanan uygulama gruplari i¢in de SPSS 25.0 bilgisayar programi
ile regresyon analizi uygulanmigtir. Bunun amaci konsantrasyon ile etki arasindaki iligkinin

degerlendirilmesidir (Cemile ve digerleri, 2014).
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4. BULGULAR

4.1. Piroksikam Uygulamasi

4.1.1. Kromozomal anormallik (KA) testi bulgular:

Kiiltiire edilmis insan lenfositlerine Piroksikam’in 24 ve 48 saat siireyle muamele edilmesi
sonucu tespit edilen yapisal anormallikler kromatit kirigi (%29,82), kromozom Kkirigi
(%25,44), kardes kromatidlerde birlesme (%9,65), disentrik kromozom (%15,79), fragment
(%4,39) ve kromatit degisimi (%14,91)’dir (Cizelge 4.1). Piroksikam uygulamasi sonucu
sayisal anormallige rastlanmamustir. Tiim sonuglar Cizelge 4.1’de verilmis olup Piroksikam
muamelesinin hem 24 hem de 48 saatlik uygulamalarinda anormal hiicre yuzdesini kontrole
gore herhangi bir konsantrasyonda anlamli oranda artirmadig1 goriilmiistiir. Benzer sekilde
hiicre bagina diisen anormallik sayisinin da hem kontrol hem de ¢6ziicii kontrole gore yine
herhangi bir konsantrasyonda istatistiksel olarak artmadigi gorulmektedir (Cizelge 4.1,
Sekil4.1 ve Sekil 4.2).



Cizelge 4.1. Piroksikam uygulamasi ile insan periferal lenfositlerinde
anormallikler ve frekanslari

29

olusan kromozomal

Test Uygulama
maddesi Siire  Konsantrasyon Anormal hiicre  KA/Hiicre
(saat)  (ng/mL) +SH (%) *=SH
Anormallikler
Ktk Kzk  kkb Ds Ktd F
Kontrol 24 0.00 5 - - - 2 - 1.50+0.60 0.0175+0.0489
MMC 24 0.20 6 2 1 6 65 1 17.50+1.8 0.2025+0.2213
9

DMSO 24 4,81 (ul/mL) 1 1 1 2 3 - 1.75+£0.64 0.0200+0.0700
0.23 1 2 - 2 1 1 1.25+0.54 0.0175+0.0489
0.47 1 2 - 3 3 - 2.25+0.73  0.0220+0.0700
0.94 2 3 1 3 1 1 2.25+0.73  0.0275+0.0700
1.88 3 4 1 3 1 1 2.75+0.81 0.0325+0.0860
3.75 4 4 3 2 - - 2.25+0.73  0.0325+0.0860

Kontrol 48 0.00 3 1 1 - 2 1 2,00+0.70  0.0200+0.0700

MMC 48 0.20 3 2 1 8 69 2 18.25+1.9 0.2125+ 0.2236

2

DMSO 48 4,81 (u/mL) 2 4 1 - 5 1 2.75+0.81 0.0322+0.0860
0.23 2 2 - 1 1 - 1.50+0.60 0.0150+0.0489
0.47 3 4 1 1 2 1 1.75+0.64 0.0300+0.0860
0.94 3 3 1 - 2 - 2.25+0.73  0.0222+0.0700
1.88 3 3 2 2 1 - 2.50+0.77 0.0275%0.0700
3.75 4 2 2 1 5 1 3,00+0.84 0.0375+0.0860

Kromozom

al

Anormallik 29,8 254 965 1579 1491 439

2 4
Y zdesi

Kttk: kromatit kingi, Kzk: kromozom kirigi, Kkb: kardes kromatitlerde birlesme, Ds: disentrik kromozom, Ktd: kromatit degisimi, F:

fragment, SH:standart hata, KA: kromozomal anormallik
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Sekil 4.1. Piroksikam 24 ve 48 saatlik muamelesinin insan lenfositlerindeki anormal hiicre
yiizdesi Uzerine etkisi

0.20
0.21
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Konsantrasyonlar pg/mL

>
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Sekil 4.2. Piroksikam 24 ve 48 saatlik muamelesinin insan periferal lenfositlerindeki hiicre
basina diisen anormallik frekansi iizerine etkisi

Piroksikam mitotik indeksi her iki uygulama siresinde de kontrol ve ¢6ziicl kontrole gore
en ylksek iki konsantrasyonda (1,88 ve 3,75 pg/mL) anlamli oranda diistirmiistiir. Bu diisiis
konsantrasyona bagli olarak ger¢eklesmemistir 24 saat igin r=-0,14, 48 saat icin r=-0,24)
(Cizelge 4.2, Sekil 4.3).
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Cizelge 4.2. Piroksikam uygulamasi sonucu lenfositlerde goriilen mitotik indeks degerleri

Test maddesi Uygulama Mi
Sure (saat) Konsantrasyon Mi+SH
%
(ng/mL)
Kontrol 24 0,00 6,78 £ 0,40
Coziicii kontrol (DMSO) 24 481 (WmL) 6,53+ 0,39
MMC 24 0,20 3,25+ 0,28
Piroksikam 24 0.23 6,88 = 0,40
0.47 6,48 = 0,39
0.94 5,75+ 0,37
e 5,25 + 0,35%*a
3.75 2,53+ 0,25%**c
Kontrol 48 0,00 6,68+ 0,39
Cozicl kontrol (DMSO) 48 4,81 (u/mL) 6,28 +0,38
MMC 48 0,20 3,00 £ 0,27
Piroksikam 48 0.23 6,55 = 0,39
0.47 6,23+ 0,38
0.94 5,68 + 0,37
1.88 5,20 + 0,35** a
3.75

3,18 +0,28*** ¢

MIi: mitotik indeks, SH: standart hata.

** Kontrole gore P< 0,01 diizeyinde anlamli (z testi)

*** Kontrole gore P< 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)

a Cozict kontrole gore P< 0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
€ Coziicii kontrole gore P< 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)
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Sekil 4.3. Piroksikam 24 ve 48 saat uygulamasi sonucu lenfositlerde goriilen mitotik indeks
degerleri
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24 SAAT 48 SAAT
Konsantrasyonlar pg/mL

** Kontrole gore P< 0,01 diizeyinde anlamli (z testi)

*** Kontrole gore P< 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)

a Coziicii kontrole gore P< 0,05 diizeyinde anlaml (z testi)
¢ Coziicii kontrole gore P< 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)

4.1.2. Mikroniikleus (MN) testi bulgular

Piroksikamin insan periferal lenfositlerinde belirtilen konsantrasyonlarda meydana getirdigi
MN’lere iliskin bulgular Cizelge 4.3.”deki gibidir. Buna gore Piroksikam MN frekansini en
yiiksek ¢ konsantrasyonunda (0,94; 1,88 ve 3,75 pg/mL) kontrole kiyasla artirmistir.
Goriilen bu artis konsantrasyonla kuvvetli korelasyon gostermektedir (r=0,96). Cozucu
kontrole gére MN frekansinda herhangi bir istatistiki farklilik tespit edilmemis, ek olarak
Piroksikam uygulamasi NBI degerlerinde de bir degisiklige sebep olmamaistir.



Cizelge 4.3. Piroksikam’in insan lenfositlerinde mikroniikleus

bdlinme indeksi Uzerine etkisi

48 SAAT
Konsantrasyonlar pg/mL

** Kontrole gore P< 0,01 diizeyinde anlamli (z testi)
*** Kontrole gore P< 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)

Uygulama Sayilan BN hiicreler icinde Niikleer Bslinme
Test Sire Konsantrasy bi;l[]kleat mikz)nﬁkle(l.;s) frekal(r;lan MS’}I-li indeksi (NBI) + SH
maddesi licre
(saat on (%)
) (ng/mL) sayist
Kontol 48 000 2000 9 - 048011 0.7320.19
MMC 48 0.20 4000 138 - 3.45+0.30 0.67 £0.18
DMSO 48 481w/ 4000 30 - 0.75+0.14 0.69+0.18
mL) 4000 18 - 0.43+0.10 0.75+0.19
0.23 4000 25 - 0.63+0.12 0.76+0.19
0.47 4000 39 - 0.98+0.16** 0.74+0.19
0.94 4000 43 - 1.08+0.16%* 0.74+0.19
o 4000 45 - 1.1340,17%+ 0.77+0.19
3.75
MN: mikroniikleus SH.standart hata, BN: bintikleat
** Kontrole gore P< 0,01 diizeyinde anlaml (z testi)
**% Kontrole gore P< 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)
[Te)
~
—~
(=)
N m kontrol
N—r
= , . = MMC
P o DMSO
© 3
S S = m(0.23 pg/mL
[Te)
- 5 2 ? m0.47 pg/mL
~ T g ©
IS S 0.94 pg/mL
- n B
m3.75 pg/mL
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frekanslar1t ve niukleer

Sekil 4.4. Piroksikam ile 48saat muamele edilmis insan lenfositlerindeki mikrontikleus hiicre

frekansi



Resim 4.1. Piroksikam’in 24 saatlik muamelesinde 1,88ug/mL konsantrasyonunda 100X
biiylitme ile gdzlemlenen kromatit kirigi.

Resim 4.2.Piroksikam’in 48 saatlik muamelesinde 3,75ug/mL konsantrasyonunda 100X
blyutme ile gbzlemlenen disentrik kromozom.



Resim 4.3. Piroksikam’in 48 saatlik muamelesinde 3,75ug/mL konsantrasyonunda 100X
blyltme ile gbzlemlenen fragment.

Resim 4.4. Piroksikam’in 48 saatlik muamelesinde 0,94ug/mL konsantrasyonunda 100X
biiylitme ile gdzlemlenen kromatit degisimi.



36

4.2. Tenoksikam Uygulamasi

Kiiltiire edilmis insan lenfositlerine Tenoksikamin 24 ve 48 saat slireyle muamele edilmesi
sonucu tespit edilen yapisal anormallikler goriilme siklifina gore sirasiyla kromatit kirigi
(%34), kromozom kirig1 (%26) kardes kromatidlerde birlesme (%24), disentrik kromozom
(%8), fragment (%6) ve kromatit degisimi (%2)’dir (Cizelge 4.4). Tenoksikam uygulamasi
sonucu sayisal anormallige rastlanmamistir. Tiim sonuglar Cizelge 4.4°de verilmis olup
Tenoksikam muamelesinin 24 saatlik uygulamada anormal hiicre yiizdesini kontrole gore
yalnizca en yiiksek konsantrasyonda (10 pg/mL) anlamli oranda artirdigr gorilmiistiir.
Benzer sekilde hiicre basina diisen anormallik sayisinin da hem kontrol hem de ¢oziicii
kontrole gore yine yalnizca en yiiksek konsantrasyonda (10 pg/mL) istatistiksel olarak
onemli derecede arttig1 goriilmektedir. S6z konusu bu artislar konsantrasyona bagli olarak
gerceklesmistir (24 saat i¢in anormal hiicre ylizdesi ve hiicre basma diisen anormallik
r=0,80). Buna karsin 48 saatlik Tenoksikam uygulamasi hi¢bir konsantrasyonda, hiicre
basina diisen kromozomal anormallik frekansini ve anormal hiicre yiizdesini anlamli oranda

etkilememistir (Cizelge 4.4, Sekil 4.5 ve Sekil 4.6).

3
S =
o
LU
o
O
% *c m kontrol
E . = MMC
S - g ) g - - N 8 METANOL
3 2 g 2 g o < S o ©o o 2 °
o © o 2 2 g = S o o ©°
< . S o o & & = o & & i i m 0,63 pg/mL
_— s T —
24 SAAT 48 SAAT m 1,25 pg/mL
KONSANTRASYONLAR MG/ML 2,5 pg/mL
m5 pg/mL
m 10 pg/mL

*Kontrole gére P< 0,05 diizeyinde anlaml (z testi)
¢ Coziic kontrole gore P< 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)

Sekil 4.5. Tenoksikam 24 ve 48 saatlik muamelesinin insan periferal lenfositlerindeki hicre
basina diisen anormallik frekansi iizerine etkisi
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Cizelge 4.4. Tenoksikam uygulamasi ile insan periferal lenfositlerinde olugan kromozomal
anormallikler ve frekanslari

Test Uygufama
maddesi Slre Konsantrasyon Anormal husclge KA/ Hsu:ire
+ +
(saa) (hg/mL) %)
Anormallikler
Ktk Kzk  Kkb Ds Kid F
Kontrol 24 0.00 3 - - - - - 0.50 0,353  0.0075+0.0043
MMC 24 0,20 31 18 10 11 - 3 17.25+1.890 0.1825+0.0193
Metanol 24 3,70 3 - - 3 - - 1,00 £0.498 0.0150%0.0061
(ul/mL)
0.63 - 1 - - - - 0.25+0.250 0.0025+0.0025
1.25 - 2 - - - - 0.50 £0.353  0.0050+0.0035
2.50 - - 1 1 - - 0.25+0.250 0.0050+0.0035
5,00 1 2 1 - - - 0.75+0.431 0.0100+0.0048
10,00 6 2 1 1 - 3 2.50 0.0325+0.0089*c
+0.781*
Kontrol 48 0.00 3 1 1 - - - 1,00+0.498 0.0125+0.0055
MMC 48 0,20 37 10 21 5 - - 16.25+1.840  0.1825 +£0.0193
Metanol 48 3,70 (u/mL) - - - 2 5 - 1.25+0.550 0.0175%0.0065
0.63 - - 1 - - - 0.25+0.062 0.0025+0.0024
1.25 1 1 2 - - - 0.75+0.431 0.0100£0.0350
2.50 1 1 1 1 - - 0.75+£0.431  0.0100+0.0350
5,00 2 2 2 - - 1.50+0.607  0.0150£0.0060
10,00 3 2 3 1 1 - 1.75+0.429  0.0250%0.0078
Kromozomal
Anormallik 34,00 26,00 24,00 8.00 2,00 6,00

Yizdesi (%)

ktk: kromatid kirigi, kzk: kromozom kirigi, kkb: kardes kromatidlerde birlesme, ds: disentrik kromozom, ktd: kromatit degisimi, f:
fragment, SH:standart hata, KA: kromozomal anormallik

*Kontrole gore P< 0,05 diizeyinde anlamli (z testi)

¢ Coziicu kontrole gore P< 0,001 dizeyinde anlamli (z testi)

[Te]

o 0

~ N
<) 8
>
~ B kontrol
)
j .
&) m MMC
H ]
I METANOL
©
e W 0,63 pug/mL
S
o x [ |
2 E . - 1,25 pg/mL

o o
< s @833 358 3 EEEEE 25 ug/mL
o S ° S 2 = o 2 ° i i
= S ] - B EE |5 pg/mL
24 SAAT 48 SAAT m10 ug/mL

Konsantrasyonlar pg/mL

*Kontrole gére P< 0,05 diizeyinde anlamli (z testi)

Sekil 4.6. Tenoksikam 24 ve 48 saatlik muamelesinin insan lenfositlerindeki anormal hiicre
ylizdesi Uzerine etkisi
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Tenoksikam 24 saatlik uygulama siiresinde mitotik indeksi kontrole gore en diisiik
konsantrasyon hari¢ (0,63 pg/mL) diger tiim konsantrasyonlarda azaltmistir ancak bu azalig
konsantrasyona baglh degildir (r=-0,31). Coziicii kontrole gore ise en yiksek ii¢

konsantrasyonda mitotik indeks 6énemli oranda diigmiistiir.

48 saatlik muamelesinde ise benzer sekilde en diisiik konsantrasyon (0,63 pg/mL) haric diger
tim konsantrasyonlarda mitotik indeks kontrole gore onemli diisiis gOstermistir. Ancak
¢oziicii kontrole gore ise sadece en yiiksek konsantrasyonda anlamli azalis s6z konusudur.
MI degerlerindeki diisiisiin konsantrasyonla iliskisi ise zay1iftir (=-0,42) (Cizelge 4.5, Sekil
4.7).

Cizelge 4.5. Tenoksikam uygulamasi sonucu lenfositlerde goriilen mitotik indeks degerleri

Test maddesi Uygulama Mi
Siire (saat) Konsantrasyon MitSH
%
(ng/ml)
Kontrol 24 0,00 7,00+ 0,40
Cdziicu kontrol (Metanol) 24 3,70 (u/mL) 6,68 + 0,39
MMC 24 0,20 3,40 +0,29
Tenoksikam 24 0.63 6,50+ 0,39
1,25 5,80 + 0,37*
2,50 5,58 + 0,36**a
5,00 5,23 + 0,35%*h
10,00 3,63 £ 0,30%**c
Kontrol 48 0,00 7,25+0,41
Coziicu kontrol (Metanol) 48 3,70 (ul/mL) 6,38 £0,39
MMC 48 0,20 3,90 +0,31
Tenoksikam 48 063 6,25+ 0,38
1,25 5,88 + 0,37*
2,50 5,60 + 0,36**
5,00 5,48 + 0,36**
10,00 4,20 £0,32%%%

MIi: mitotik indesks, SH: standart hata

* Kontrole gore P< 0,05 diizeyinde anlamli (z testi)

** Kontrole gore P< 0,01 diizeyinde anlaml (z testi)

**% Kontrole gore P< 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)
aCoziicii kontrole gére P< 0,05 diizeyinde anlaml (z testi)
b Coziicii kontrole gore P< 0,01 diizeyinde anlamli (z testi)
¢ Coziicii kontrole gore P< 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)
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m 1,25 pg/mL
m 2,5 pg/mL
m 5 pg/mL

24 SAAT 48 SAAT m 10 pg/mL

KONSANTRASYONLAR MG/ML

* Kontrole gore P< 0,05 diizeyinde anlamli (z testi)

** Kontrole gore P< 0,01 diizeyinde anlamli (z testi)

*** Kontrole gore P< 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)

a Coziicii kontrole gére P< 0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
b Coziicii kontrole gore P< 0,01 diizeyinde anlamli (z testi)
¢ Coziici kontrole gére P< 0,001 diizeyinde anlaml1 (z testi)

Sekil 4.7. Tenoksikam 24 ve 48 saatlik uygulamasi sonucu lenfositlerde goriilen mitotik
indeks degerleri

4.2.1. Mikroniikleus (MN) uygulamasi

Tenoksikamin insan periferal lenfositlerinde mikronukleus testi ile genotoksisitesinin
incelendigi ¢alismanin sonuglar1 Cizelge 4.6.’daki gibidir. Buna goére Tenoksikam,
kullanilan mikrontikleus sikligin1 kontrole gére en yiksek (¢ konsantrasyonunda (2,5; 5 ve
10 pg/mL), ¢ozicl kontrole gore ise sadece en ylksek konsantrasyonunda istatistiki olarak
onemli derecede artirmistir (Cizelge 4.6, Sekil 4.8). Gozlenen bu artislar konsantrasyona
bagh gerceklesmistir (r= 0,95). Ek olarak Tenoksikam uygulamasinin NBI degerlerini
etkilemedigi tespit edilmistir (Cizgelge 4.6).
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Cizelge 4.6. Tenoksikam’in insan lenfositlerinde mikroniikleus frekanslar1 ve niikleer

bodlinme indeksi Uzerine etkisi

Uygulama Sayilan BN hiicreler Niikleer
Test  Sire Konsantrasyon biniikleat icinde MN =+ SH Bélinme
Maddesi (saat) (ug/mL) hiicre sayist mikroniikleus (%) Indeksi (NBI) +
frekanslart SH
“m @ O
Kontrol 43 0.00 4000 21 - - 053%011 0.7T£0.18
MMC 48 0.20 4000 130 - - 325+0.28 0.65+0.18
Metanol 48 3,70 (u/mL) 4000 27 - - 068013 0.70 £0.18
0.63 4000 19 - - 048+011 0.67 £0.18
1.25 4000 22 - - 055%0.12 0.69 £0.18
2.50 4000 40 - - 1.00+0.16* 0.66 £0.18
5,00 4000 36 - - 0.90+0.15* 0.66 +0.18
10,00 4000 47 - - 1.18+0.17**a 0.73+0.19
MN: mikronukleus, SH: standart hata, BN: binlikleat
*Kontrole gére P< 0,05 diizeyinde anlaml (z testi)
** Kontrole gore P< 0,01 diizeyinde anlamli (z testi)
a Coziicii kontrole gore P< 0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
[Tl
N
— m kontrol
< *
S * = MMC
2
S o METANOL
o 1
N S S - m 0,63 pg/mL
o
) p © e T m 1,25 pg/mL
2,5 pg/mL
N u N
48 SAAT m 10 pg/mL

KONSANTRASYONLAR MG/ML

*Kontrole gére P< 0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
** Kontrole gore P< 0,01 diizeyinde anlamli (z testi)
a Coziicii kontrole gore P< 0,05 diizeyinde anlamli (z testi)

Sekil 4.8. Tenoksikam ile 48 saatlik muamele edilmis insan lenfositlerindeki mikronukleus

hiicre frekansi
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Resim 4.5. Tenoksikam’in 48 saatlik muamelesinde 10ug/mL konsantrasyonunda 100X
biiylitme ile gézlemlenen kromozom kirigi.
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5. TARTISMA

Ila¢ kullanimi insanlik tarihi kadar genis bir zaman dilimini kapsamaktadir. Farkli zaman
dilimlerinde farkli cografyalarda ve yine farkli etken maddeler baz alinarak hazirlanmig
ilaglar yine cesitli hastaliklarin tedavisi igin tercih edilmistir. ilk zamanlardan giiniimiize
degin uzanan bu siiregte ilaglar ve hastaliklar arasindaki iligkiler incelenmistir. Son
ylizyillarda ise hastaliklar ve bu hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilan ilaglar kategorize
edilmigtir. Ancak bu kategorizasyon heniiz tam anlamiyla sabitlenememistir. Bunun sebebi
hem yeni hastaliklarin ve yeni etken maddelerin kesfi hem de bir etken maddenin birkag
farkl1 yolakta etkin olusundan kaynaklanmaktadir (Arslan, Keskin Arslan, Kog, S6zmen ve
Kaplan, 2020; Celik, Arslan, Ramazan, Tun¢ ve Yildiz, 2021; Isik, Dalgig, Okuyan ve
Yildirmak, 2020; Kartlagsmis ve Dikmen, 2021; Kemer ve Ergiin, 2021). Son yiizyilda ilag
kullaniminin daha da arttigi gozlemlenmektedir. Bunun sebebi olarak oncesinde tedavisi
miimkiin gériilmeyen hastaliklarin tedavi yontemlerinin kesfinden kaynaklanmaktadir. Ayni
zamanda yapilan ¢alismalar sonucunda ilaglarin giivenli doz araliklarinin belirlenmesi de bu
konuda olduk¢a onem arz etmektedir. Hangi ila¢ etken maddesinin hangi doz araliginda
kullanilmas1 gerektigi bilindiginde ilaclarin regete edilebilirliginin  hizla arttig1
gozlemlenmistir (Bakir ve digerleri, 2021; Gomez, 2016; Gokcimen ve Malas, 2003 ; Hayes
ve digerleri, 2020; Karanfil, 2020; Kilig, 2018; Rina ve digerleri, 2012).

[lag etken maddesi kavrami kisaca belirli bir kimyasalin belirli bir hastaligin tedavi siirecinde
hastaligin inhibe edilmesi, hastaligin ilerleyis hizinin azaltilmasi veyahut hastalifin
tamamen sonlanmasini saglayan maddeler olarak 6zetlenmektedir. Diinya Saglik Orgiitii ilag
etken maddelerini tanimlarken insanin yararina kullanilmasini vurgulamaktadir. Bu yarar
ugruna fizyolojik sistemleri ve patolojik durumlari degistirebilen etkilerinin varligini ifade
etmektedir (Sarthan ve digerleri, 2012). Ilaglarm kullanim alanlar1 arastirildiginda oldukca
farkli alanda c¢esitli etken maddelerce olusturulmus farkli ve fazla sayida sonuca
rastlanilmistir. Kullanim alanlarina gore incelendiginde tedavi edici 6zellikleri, kimyasal
yapilarina ve uygulama sekillerine gore tercih edildigi gozlenmistir. Tedavi edici niteliklerle
retilip piyasaya siirlilmeleri amaclansa da her zaman her ilacin kullanimi olumlu
sonu¢lanmamaktadir. Bazi ilaglar kisa vadede olumlu sonuglar verseler bile bazi istenmeyen
etkilere sebep olabilmektedir. Bu tiir etkiler yan etkiler olarak adlandirilmaktadir. ilaglarin

tedavi edici etkilerine ek olarak yasanan bas donmesi, mide bulantisi, ¢esitli agrilar ve
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hamilelik siirecinde fetiisii etkileyen olumsuzluklar olarak kisaca 6zetlenmektedir. Ancak
ilac1 kullanan her bireyde yan etkiler ayni diizeyde seyretmemektedir. Kisiden kisiye ilacin
regetesinde belirtilen yan etkiler ve bu etkilerin boyutlar1 degisebilmektedir. Ilaglarin yan
etkileri iizerine yapilan ¢alismalar degerlendirildiginde ise olumsuzluklarin hiicresel boyutta
kadar indigi gozlenmektedir. Arastirmalar incelendiginde bazi ilaglarin genotoksik,
sitotoksik veya karsinojenik etkilere sebep oldugu kanitlanmaktadir (Sarthan ve digerleri,

2012; Bakir ve digerleri, 2021; Gomez, 2016; Gokcimen ve Malas, 2003; Karanfil, 2020).

Kalitim materyalimizin direkt ya da indirekt olarak etkilendigi bazi durumlar vardir. Bu
durumlara kimyasal ajanlar sebebiyet vermektedir. Kimyasal ajanlarin kalitim materyalinde
direkt ya da indirekt etkilere sebebiyet verdigi kisilerde genotoksik ve sitotoksik hasarlar
olusabilmektedir (Kogana, Toprak, Yasa, Hekimoglu ve Tokdemir, 2019). Ayn1 ya da benzer
hasarlar bu kisilerden kalitsal olarak diger dollere aktarilmaktadir. Kimyasallar kanser
olusumu ve daha birgok olumsuz etkiye sebep olmaktadir. Iste bu ve benzeri nedenlerle
siklikla regete edilen Piroksikam’in ve Tenoksilam’in genotoksik, mutajenik ve karsinojenik

etkiye sahip olup olmadiklarinin saptanmasi olduk¢a dnemlidir.

[laglarin belirli amaglarla tasarlandiktan sonra piyasaya siiriilmeden dnce bazi testlerden
gegmesi  gerekmektedir. Bu testlerin basinda genotoksisite testleri gelmektedir.
Genotoksisite testleri herhangi bir ajanin genom diizeyinde meydana getirdigi hasar1 yani

genotoksisiteyi belirlemek amaciyla uygulanir.

Genotoksisite kavrami herhangi bir fiziksel, biyolojik veya kimyasal ajanin neden oldugu
kromozom veya DNA yapisinda, miktarinda ya da gen anlatiminda olusan hasari ifade
etmektedir. Genotoksik etken DNA’nin kendini kopyalamasi esnasinda gorevli olan
enzimlerle etkilesen kimyasal bir {iriin olarak da nitelendirilmektedir. Genotoksik etKi
sonucunda DNA yapisinda meydana gelen degisimler kromozom ya da kromatit kirigi,
kardes kromatitlerde birlesme, kromatit degisimi, fragment ve poliploidi olusumu ve son
olarak disentrik kromozom olarak gozlemlenmektedir. Gen yapisinda, miktarinda ya da
anlattminda meydana gelen hasar ya da hasarlarin tespit edilmesi i¢in genotoksisitenin
degerlendirilmesi gerekmektedir. Bu amagla farkl: testler ile ilag etken maddeleri {izerinde
arastirmalar yapilmaktadir. Genetik materyalin paketlenmis hali olan kromozomda
genotoksik  maddenin  olusturmus oldugu hasarin tespitinin  degerlendirilmesi

hedeflenmektedir. Kromozomal Anormallik (KA) testi degerlendirilmesinde ise
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kromozomda ya da kromozomu olusturan kardes kromatitlerde meydana gelen her tiirli
degisim ve bu degisimlerin yapisi ve sayisi saptanmaktadir (Arslan ve digerleri, 2020; Isik
ve digerleri, 2020; Kartlasmis ve Dikmen, 2021; Kogana ve digerleri, 2019; Rina ve
digerleri, 2012).

Eger yapilan c¢alismalar neticesinde sonu¢ pozitif olarak degerlendirilirse bu durum
incelemesi yapilan maddenin genotoksik oldugu anlamini tasimaktadir. Eger sonug¢ negatif
olarak degerlendirilmis ise bu durum incelemesi yapilan maddenin herhangi bir genotoksik
etkiye sahip olmadigi anlamini tasimaktadir (Arslan ve digerleri, 2020; Celik ve digerleri,
2021; Isik ve digerleri, 2020; Kartlasmis ve Dikmen, 2021; Kogana ve digerleri, 2019; Satoh,
Hatanaka, Yamamoto, Kuro-O ve Sofuni, 2002; Yirmibes, 2020).

Bu calismada ilag etken maddesi olarak kullanilan Piroksikam ve Tenoksikam’imn in-vitro
genotoksik etkilerini belirlemek i¢in belirli genotoksisite testleri uygulanmistir. Bu testler
Mikronikleus (MN) testi ve Kromozomal Anormallik (KA) testleridir. Bu testler ile

Piroksikam’in ve Tenoksikam’in insan lenfositleri tizerinde genotoksik etkisi incelenmistir.

Sonugta, piroksikamin kromozomal anormallik olusumunu indiiklemedigi ancak
mikroniikleus olusumunu 0,94; 1,88 ve 3,75 pug/mL konsantrasyonlarinda indiikledigi
goriilmiistiir. Niikleer boliinme indeksi (NBI) hem Piroksikam hem de Tenoksikam igin
degismemis ve herhangi bir etki gostermemislerdir. Mitotik indeks degerlerinde ise
Piroksikam’in hem 24 hem de 48 saatlik uygulamalar sonucunda en yiksek iki
konsantrasyonda (1,88 ve 3,75 pg/mL) hem kontrole hem de ¢oziicii kontrole gore anlamli
diisiis gozlenmistir. Tenoksikam’in kromozomal anormallik olusumunu yalnizca en yiiksek
konsantrasyonda (10 pg/mL) anlamli oranda artirdigi gorilmiistir. Mikronutkleus
olusumunu ise 2,5; 5 ve 10 pg/mL’lik konsantrasyonlarda indiikledigi gozlenmistir. Ek
olarak mitotik indeks degerlerinde 24 saatlik uygulamada hem kontrole gére (1,25; 2,5; 5,
10 pg/mL) hem de ¢Ozuci kontrole gore (2,5; 5, 10 pg/mL), 48 saatlik uygulamalarda hem
kontrole gore (1,25; 2,5; 5, 10 pg/mL) hem de ¢Ozuci kontrole gore (10 pg/mL) 6nemli

azalig gozlenmistir.

Kromozomal anormallikleri, DNA insersiyonlarini, DNA kirilmalarimi ve c¢ekirdek,
kromozom ve DNA yapisinda meydana gelen gen mutasyonlarini igermektedir. Genellikle

mayoz ve mitoz boliinmeyi takiben hiicre boliinmesi sirasinda meydana gelen hatalardan
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kaynaklanmaktadir. Kromozom anormallikleri, c¢ekirdek, kromozom ve DNA yapisinda
meydana gelen DNA eklentileriy, DNA kiriklari, gen mutasyonlari, kromozom
anormallikleri, klastojenite ve andploidi gibi hasarlar1 kapsayan genel bir terimdir. DNA
veya genomun kopyasinin ¢ikarilmasini saglayan enzimlerle etkilesime giren ve mutasyona
neden olan genotoksik maddelerin DNA’da hasar meydana getirmesi veya bazi degisimlere
yol agmasi ise genotoksik etki olarak tanimlanmaktadir (Cheng ve digerleri, 1996). DNA
molekulinde mutasyonlara yol acan ajanlar ya da mutajenler, DNA Uzerindeki etkilerini ya
dogrudan ya da genomik bilgilere gore sentezlenen proteinlere baglanarak dolayli yolla

gostermektedir (Duffaud ve digerleri, 2007).

DNA’da meydana gelen kromozom anormalliklerin saptanmasinda mitoza hazirlik agsamasi
olan interfazin G2 fazi olusan hasarlarin belirlenmesi konusunda olduk¢a 6nemlidir. Ciinkii
bu fazda olusan hasar yine bu fazda tamir edilecektir. Interfazin diger fazlarinda (G1, S)
meydana gelen kiriklar (hem kromozomda hem de kromatitlerde meydana gelebilir), mitoz
Ve mayoz boliinmeleri siiresince herhangi bir anda meydana gelebilmektedir. Bu kiriklardan
kaynakli olan hasarin derecesi boliinmenin hangi fazinda meydana geldigi ile iliskilidir. (GO
ya da Gl fazinda meydana gelmesi kromozom kiriklar1 olusturur. S ya da G2 fazinda
meydana gelmesi ise kromatitlerde kirik olusturur.) Olusan bu kiriklar ile ilgili olarak, G1
fazinda yalnizca tek bir kromatitte bir kirik meydana getirdigi, S fazina gecilirse, metafaz
evresinin hemen ardindan her iki kromatitte birden kirtk meydana gelmesine sebep olur.
Boylece, kromozom kirig1 modelini meydana getirir. Ek olarak meydana gelen kiriklarda
herhangi bir birlesme durumu s6z konusu degilse bir asentrik fragment ile bir delesyonlu
kromozom meydana geldigi gbzlemlenir. Olusan bu asentrik parcalar metafaz evresinde
kaybolabilirler. Anafazda ise mikroniikleuslar1 meydana getirebilirler (Satoh ve digerleri,

2002; Yirmibes, 2007).

Tiim bu durumlarin disinda higbir dis etkene maruz kalma olmaksizin kromozomlarda kirik
olusumu go6zlenebilmektedir. Ayni sekilde dis etkene maruziyet bulunmamasina karsin
herhangi bir mutajenden etkilenmeden kromozom kiriklari ya da genom iizerinde birtakim
mutasyonlar olusabilmektedir. Ek olarak herhangi bir kimyasal madde de genomda hasar
olusumunu tetikleyebilmektedir. Kiriklarin ister tek bir kromatitte isterse tiim bir
kromozomda meydana gelmesi arastirmacilarin kanser riskini belirlemesi konusunda
olduke¢a yardimc1 olmustur. Fakat aragtirmacilar tek bir kromatitte degil de bir kromozomda

olusan kiriklarin kanser riskinin belirlenmesinde daha etkin oldugunu diisiinmektedir
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(Bonassi ve digerleri, 2011; Hagmar ve digerleri, 2004; Norppa, Bonassi, Hansteen, Hagmar
ve Stromberg, 2006; Widel ve digerleri, 2001).

DNA hasarinda rol alan kilit molekiillerde ve yollardaki bozukluklar ise doku hasari,
yaslanma, kanser, infertilite ve bazi genetik ve multifaktoryal hastaliklara yol agmaktadir.
Genotoksisite ve karsinojenite arasindaki iliski pek ¢ok caligmada incelenmis ve insanlar
icin karsinojen olan pek ¢ok bilesigin genotoksik etkiye sahip oldugu gozlemlenmektedir

(Hagmar ve digerleri, 2004).

Calismada genotoksik etkileri arastirilan Piroksikam ve Tenoksikam ilag etken maddelerinin
en ¢ok sebep oldugu anormalligin kromatit kirigr olusumu oldugu goriilmektedir.
Piroksikam ve Tenoksikam’in sebebiyet verdigi diger anormallikler kromozom kirigi,

kardes kromatitlerde birlesme, disentrik kromozom, fragment ve kromatit degisimidir.

Bu tez calismasinda Piroksikam ve Tenoksikam icin herhangi bir sayisal anormallik

gbzlenmemistir.

Mitotik Indeks (MI) farkl1 kimyasal ajanlarin sitotoksisitesini degerlendirmek igin kullanilir.
Mitoz boliinme siireci ile ilgili bilgi edinmek amaciyla tercih edilen bir parametredir
(Ginzkey ve digerleri, 2014). Sitotoksisiteye sebep olan ¢ogu kimyasal ajanin varligi mitotik
indeks degerlerinin diisiisiine sebebiyet vermektedir. Mitotik indeksteki bu diislisiin sebebi
olarak hiicrelerin mitoz boliinmesini baglatan G2 fazinin engellenmesi, DNA’nin kendini
eslemesi i¢in gerek duyulan ve ig iplikleri meydana getiren enzimlerin baskilanmasi
gosterilebilir (Y1lmaz, Unal, Aksoy, Yiizbasioglu ve Celik, 2008). Mitotik indeksin, hiicrede
hasar olusturan etkilerin incelenmesinde mitoz béliinmede meydana gelen degisikliklerin
incelenmesi igin kullanilan duyarli bir belirteg oldugu savunulmaktadir. Mitotik indekste
olusan diisiis, hiicrenin bélinme 6zelligini yitirmesinden, hiicrenin 6limiine sebebiyet veren
etmenlerin varligindan kaynaklanmaktadir (Topaktas ve Renciizogullari, 2010:125).
Hicrelerde kimyasal ajan ile muamele sonucunda bazi degisimler meydana gelmektedir. Bu
degisim incelendiginde degisimlerin birbirinden farkli hatalar olustugu goriilmektedir.
Ornegin bu degisimler, hiicre cekirdeginde hiicre boliinmesinin karyokinez asamasinda
kinetekor ve ig ipliklerinde meydana gelen hatalardan kaynaklanabilmektedir. Ayrica hiicre
bélinmesinin kontroliinii saglayan genlerin eksikliklerinden ve kromozomlarda olusan

tahribat nedeniyle meydana gelme durumlar1 da mevcuttur. Bu degisimler herhangi bir
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nedenle gergeklesmis ise gergek c¢ekirdege ek olarak daha ufak yapida baska minik
cekirdekler saptanabilmektedir. Mikroniikleus (MN) testi degerlendirilirken bu mikro
cekirdeklerin yapist ve sayisi incelenmektedir. Bu sebeple, Mikroniikleus testi (MN),
fiziksel, biyolojik ya da kimyasal ajanlarin meydana getirdigi genotoksisitenin, mutajenik
etkilerinin saptanmasinda kullanilan, istatiksel analizi oldukga kolay, insan periferik kan
lenfositlerinde, yanak mukozasi ve kemik iligi gibi ¢esitli tipteki hticrelerde c¢alisabilen bir
testtir. Bu sebeple kansere neden olan maddelerle etkilesime girmis kisilerde, kansere
yakalanma ihtimalinin saptanmasi i¢in kullanilmaktadir. Ayrica ilag ya da gida sanayide ilag
etken maddesi ya da katki maddelerinde, tipta radyoterapi ek olarak buna benzer fiziksel,
biyolojik veya kimyasal ¢cogu etkenin incelenmesi i¢in uygulanmaktadir (Choy, 2001:30;
Jain ve Sorbhoy, 1988; Savage, 1993).

Mikroniikleuslarin meydana gelmesinde genomda meydana gelen hasarlar etkilidir. Bu
hasarlarin olugmasinda ise klastojenik, mutajenik ya da karsinojenik olan etmenler
onemlidir. Mikrontikleus olusumu farkli sebeplerden kaynaklanabilecegi gibi kendiliginden
de olabilmektedir. Herhangi bir nedenle olusan mikroniikleusta, genom boyunca herhangi
bir yerde meydana gelmis olan hasarlarin tamir edilemeyisi ya da tamir edilse bile tam
anlamiyla tamirin gerceklesememesi neden olabilmektedir. Ayrica 6zel proteinler olan
kinetekorlarda ya da kromatitleri birlestiren sentromerlerde ya da sentrozom organelinden
koken alan ig ipliklerinde olusan mutasyonlar yine mikroniikleus olusumuna neden
olabilmektedir. Ancak DNA’da olusan bu hatalarin tamirinden sorumlu genlerde de hatalar
olusabilmektedir. Bdyle bir durumda hatalarin tamiri miimkiin olmayacagi icin
mikroniikleus olusum frekansinda artisin olmasi beklenen bir sonugtur (Choy, 2001:32;

Fenech, 1993).

Genotoksisite calismalarina ek olarak hiicre diizeyinde meydana gelen hatalarin incelendigi
sitotoksisite gostergeleri de mevcuttur. Nukleer bolinme indeksi sitotoksisite
belirteclerinden bir tanesidir. Niikleer boliinme indeksi incelemesinde Oncelikle bazi
hiicrelerin sayis1 belirlenmektedir. Sayis1 belirlenen hiicreler tek ¢ekirdekli, ¢ift ¢ekirdekli,
uc ve dort cekirdekli hicrelerdir. Tek ¢ekirdekli hiicrelerin sayist bolinemeyen hiicreleri
temsil eder ve en diisiik niikleer boliinme indeksi degeri (1) olarak kabul gérmektedir. Eger
biitiin hiicreler bir boliinme yasamissa ¢ift c¢ekirdekli hiicreler sayilmaktadir. Niikleer
boliinme indeksi degeri 2 olarak deger gormektedir. Ancak hiicreler daha fazla sayida

boliinme yasamissa, ¢ift ¢cekirdekten daha fazla ¢ekirdek igeren hiicreler sayilmaktadir. Bu
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durumda niikleer boliinme indeksi degerlerinin 2’den daha yiiksek bir degerde olacagini

ifade etmektedir (Chiong ve digerleri, 2013).

Bu c¢alismada Piroksikam’in ve Tenoksikam’in niikleer boliinme indeksini etkilemedigi

saptanmistir.

Analjezik etkisinden dolay1 kullanimi mevcut olan Tenoksikam’in ve Piroksikam’in
genotoksisitesi ve sitotoksisitesi etkinliginin incelendigi ¢alismalarin sayisi oldukga azdir.
Fakat farkli diger ila¢ etken maddelerinin genotoksisitesi ve sitotoksisitesi etkinliginin

incelendigi calismalar mevcuttur.

Ibuprofenin genotoksisitesini incelemek amaciyla fare kemik iligi hiicrelerinde in vivo
kromozomal anormallik testi yapilmistir. Bu amagla 10, 20, 40 ve 60 mg/kg dozlarinda
ibuprofen 24 ve 48 saatlik uygulamalar icin farelere oral yolla verilmistir ve bu ilag etken
maddesinin yiiksek dozlarda kromozomal anormalliklerini indiikledigi gézlenmistir. EK
olarak mitotik indeks degerlerinin doza bagl azaldig: tespit edilmistir. S6z konusu sonuglar
ibuprofenin yiiksek dozlarda genotoksik etkili olabilecegini gostermistir (Rina ve digerlerti,

2012).

Bu tez ¢alismasinda Piroksikam ve Tenoksikam igin bagka bir analjezik olan Ibuprofen kadar
yuksek konsantrasyonlar kullanilmamistir. Ancak yine de benzer sekilde her {i¢ etken madde

de diigiik konsantrasyonlarda genotoksik degildir.

Bir ¢aligmada non-steroid anti-inflamatuar ilaclardan biri olan ve hem analjezik hem de
antpiretik etkisinden dolay1 kas ve kemik agrilarinda siklikla tercih edilen Deksketoprofen
trometamol etken maddesinin 750, 1000 pg/mL ve daha yiiksek konstantrasyonlarda in-vitro
insan lenfositlerinde olusturdugu genotoksik etki incelenmek istenmistir. Bu amacgla MN,
comet ve RT-PCR uygulamalar1 yapilmistir. Test sonuglar1 degerlendirildiginde her bir test
icin Deksketoprofen trametamol erken maddesinin DNA iplik kirilmalar1 ve diger genom
boyutundaki hasarlardan dolay1 genotoksisiteye sebep oldugu tespit edilmistir. Ancak ileri
caligmalarla desteklenmesi gerektigi belirtilmistir (Kilig, 2018).

Bir bagka calismada, agri inhibitorii olan amin hidrolaz (FAAH) ile yapilan Faz 1
caligmasiyla FAAH inhibitéri BIA 10-2474’nin  mutajenitesinin E. coli bakterisi
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kullanilarak AMES testi ile, genotoksisitesi 24 ve 48 saatlik KA testi ile (75, 150 ve 300
pg/mL) ve sitotoksisitesi farelerde MN (450,900 ve 1800 mg/kg erkek farelerde; 350, 700
ve 1400mg/ kg disi farelerde) testi ile incelenmistir. Sonugta AMES testinde herhangi bir
mutajenite gozlenmezken, KA ve MN artmistir (Hayes ve digerleri, 2020). Genotoksik
acidan incelemesi yapilan bazi maddelerin genotoksik etkiler sergilemesi bu alanda heniiz
genotoksisitesi aydinlatilmamis ilaglar ile ilgili deneylerin yapilmasinin hizlanmasini

destekler niteliktedir.

Baska bir aragtirmada, Flurbiprofen’in toksik etkileri degerlendirilmek istenmistir.
Aragtirmada insan servikal hiicreleri ve insan karaciger kanser hiicrelerinde kullanilarak (5,
10, 25, 50, 100 200, 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000, 2500 ve 3000 uM
konsantrasyonlarinda) 24, 48 ve 72 saat muameler Comet testi uygulanarak
degerlendirilmistir. Uygulama sonucu verilerine gore genotoksisitenin konsantrasyon

artistyla dogru oranda arttig1 sonucuna varilmistir (Bakir ve digerleri, 2021).

Bagka bir ¢aligmada ise analjezik ilag etken maddesi olan Dipiron’un genotoksik etkisi
incelenmek istenmistir. Bu amagla, Afrika yesil maymunu olan Cercopithecus aethiops’ un
Vero hiicrelerinde ti¢ farkli konsantrasyonda hem 24 hem de 48 saatlik muameleler Comet
testi ile incelenmistir. Her bir hiicre grubundan 450 pl numune alinip %4, %8 ve %16
konsantrasyonlarda uygulamalar yapimistir. Sonugta Dipiron’un herhangi bir genotoksik
etkisi olmadigi gozlenmistir (Gomes, 2016). Bir diger calismada Dipiron’un genotoksisitesi
ve diger baska etken maddeler olan doksorubisin, sisplatin ve siklofosfamid ile
etkilesimlerinin meydana getirebilecegi genotoksisite incelenmek istenmistir. Bu amagla,
genotoksisiteyi degerlendirmek i¢in 24 saatlik muameleler comet testi (12 ve 24mg/kg) ile
incelenmistir. Sitotoksisitenin incelenmesi i¢in ise 24, 48 ve 72 saatlik muameleler MN testi
(12 ve 24 mg/kg) ile incelenmistir. Sonugta Dipiron’un diger ilaglarla etkilesiminin toksik

etkilerini azalttig1 yorumu yapilmistir (Berno ve digerleri, 2016).

Bir ¢alismada Metamizol’iin genotoksisiitesi ve sitotoksisitesi incelenmek istenmistir. Bu
amacla, Afrika Yesil Maymun’u kirmizi bobrek hiicreleri olan Vero hiicrelerinde
Metamizol’lin 24 ve 48 saatlik muameleleri MTT testi (0,65;1,25; 2.5, 5, 10, 20 mM ) ile
sitotoksik ag¢idan incelenmistir. Genotoksisitesi ise Metamizol’iin 24 ve 48 saatlik
muamelelerini Comet (0,65; 1,25; 2,5 ve 5 mM ) testi ile incelenmistir. Sonugta Metamizol

hiicre canliligi doza bagli olarak azaltmistir ve genotoksik olan hicreleri 6nemli 6l¢tide
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arttirmigtir. Comet ve MTT testlerinin sonuglarina gére Metamizol hem sitotoksik hem de

genotoksiktir yorumu yapilmistir (Gomes ve digerleri, 2021).

Analjezik etkilerinden dolay1 kullanilan elmalarda bulunan fenolik bir bilesik olan Floridzin
(Phl) dogal bilesiginin 125, 250 ve 500 pg/mL dozlarinda insan lenfositlerinde
genotoksisitesi arastirilmistir. Arastirmada genotoksisite testleri olan MN ve KA testleri
uygulanmistir. Sonugta Phl’nin genotoksisiteyi engelledigi sonucuna varilmistir. MMC ve
Phl kompleksinin DNA’da meydana gelen genotoksik etkiyi azalttigi gosterilmistir (Islas-
Flores ve digerleri, 2017).

Dreissena polymorpha tathi sularda yasayan bir midyedir. Analjezik bir ilag olan
Diklofenak’in (DCF) potansiyel genotoksisitesinin incelenmesi i¢in Dreissena polymorpha’
nin lizerinde in-vivo MN testi (0.3, 1 ve 2 nM) uygulanmistir. En yiliksek dozda anlaml

diizeyde MN frekansi artmistir (Parolini, Binelli ve Provini, 2011).

Rocuronium bromiir’iin genotoksisitesi insan lenfosit hiicrelerinde in vitro KA ve KKD
testleri ile incelenmistir. Calismada Rocuronium bromiir’iin, 24, 60, 80 ve 100 ug/mL
konsantrasyonlarinda 24 ve 48 saatlik muameleleri incelenmistir. Sonuglara bakildiginda her
iki saatlik muamelede de konsantrasyona bagli olarak kromozomal anormallik frekansini
artirdig1 ancak KKD testinde degisiklik olmadig1 gézlenmistir. MN olusumu konsantrasyona
baglh artmistir. Ancak NBI (niikleer boliinme indeksi) degismemistir (Celikkol, 2021;
Tagkin, 2015). Bu tez ¢alismasinda da benzer bir sonug gézlenmistir. Tenoksikam ila¢ etken
maddesinin KA testinde yalnizca en yiiksek konsantrasyonda hafif genotoksik oldugu
go6zlemlenirken 2,5, 5 ve 10 pg/mL konsantrasyonlarda mikroniikleus olusumu gozlenmistir.

Ancak niikleer boliinme indeksinde herhangi bir anlamlilik saptanmamustir.

Bir ilag etken maddesi olan kurkuminin MCF7, MDA, MB231 ve 184A1 hiicre hatlarinda
(5, 10, 20 ve 40 pg/mL) 24 saatlik muamelesi sonucu olasi genotoksisitesi Comet testi ile
sitotoksisitesi ise 24 saatlik muamelede (5, 10,20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 pg/mL )
MTT testi ile incelenmistir. Sonugta, kurkumimin bu hiicre hatlarinda DNA hasarini artirdigi

ve hiicre canliligini azalttig1 gozlenmistir (Bozali, Guler ve Celikten, 2022).

Antikanser 6zelligi olan cyclophosphamide (CP), ifosfamide (IF), 5-fluorouracil (5-FU) ve

cisplatin (CDDP) isimli ilaglarin genotoksisiteleri incelenmek istenmistir. Bu amacla CP i¢in
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12, 120; IF igin 10, 100; 5-FU i¢in 0,09; 0,9 ve CDDP i¢in 0,6 ve 6 pg/L dozlarda 24 ve 72
saatlik muameleleri ile comet testi uygulanmisgtir. Genotoksik agindan tiim ilaglarin comet
testi sonucuna gore DNA’da kirik olusumunu artirdigi goézlenmistir. Sitotoksisitenin
degerlendirilmesi i¢in ise ayni ilaglara ayni dozlarda 72 saatlik muameleler ile MTT testi

uygulanmistir. Ancak hiicre canliliginda 6nemli 6l¢iide azaltan bir degisim goézlenmemistir

(Novak, Zegura, Modic, Heath ve Filipic, 2017 ).

Sitotoksik etki, hiicrelerin 6liimiine neden olan bir etki seklinde nitelendirilmektedir.
Herhangi bir kimyasal maddenin sitotoksik etkiye sahip olup olmadiginin tespiti igin
sitotoksisite caligmalarina basvurulmaktadir. Sitotoksisite, arastirmasi yapilan kimyasal
maddenin konsantrasyonuna ve bu kimyasala maruz kalinan siiresine bagli olacak sekilde
hiicrelere gesitli seviyelerde hasar vermektedir. Mitotik indeks (MI) ve nikleer bélinme
indeksi (NBI), hicre siklusunun kinetigi, hiicre boliinmesi ve sitotoksisite belirtegleri olarak
tanimlanmaktadir. Ayrica in-vitro hicre bolinmesine ¢ogu kimyasalin etkileri hakkinda
arastirmacilara bilgi sunmaktadir. Bunun sebebi Ml ve / ya da NBl'da olusan azalmalar hiicre
siklusunun ilerlemesinin dnlenmesi ve kapasitenin diistiriilmesini gosterir (Riss ve Moravec,
2004; Sekeroglu, Aksoy ve A. Sekeroglu, 2017).

Dipiron ya da metamizol, disiik finansal maliyeti sebebiyle en ¢ok kullanilan agri
kesicilerdendir. Ayrica ¢ogu tlilkede, kullanimi sonucunda bildirilen ciddi agraniilositoz
vakalar1 nedeniyle dipiron satis1 yasaklanmigtir. Yapilan bir ¢calismada s6z konusu ilacin
genotoksik ve sitotoksik etkileri incelenmistir. MTT testinde dipirona maruz kalan
hiicrelerin (Vero hiicreleri) canliliginda 6nemli azalma ve hasar endeksinde 6nemli bir artis
gosterilmistir. Ayrica Comet testinde goriilen artmig DNA hasar1 dipironun hem genotoksik

hem de sitotoksik bir ilag oldugunu goéstermistir (Gomez ve digerleri, 2021; Kartal, 2015).

Genotoksik olabilecegi diisiiniilen flurbiprofenin etkisini arastirmak amaciyla in vivo
kromozom anormallik testi uygulanmistir. Ek olarak, RAPD-PCR ile de polimorfik bantlarin
etkilenip etkilenmedigi test edilmistir. Calismada, sigcanlara {i¢ farkli dozda flurbiprofen ile
muamele edilmistir. Sonugta flurbiprofen siganlarin kemik iligi hiicrelerinde kromozomal
anormallige neden olamadigi, RAPD-PCR ile de polimorfik bantlarin etkilenmedigi
gozlemlenmistir (Azarnezhad, Samadian, Jaymand, Sobhani ve Ahmadi, 2020). Ayrica test
edilen madde toplam oksidan ve antioksidan durumunu degistirmemis ve bu nedenle

oksidatif stres lizerinde onemli bir artisa neden olmamistir. Bununla birlikte, flurbiprofen
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mitotik indekste diisiise neden olmustur Ozet olarak, flurbiprofenin énemli bir genotoksik
etkiye sebep olmasa da sigan kemik iligi hiicrelerinde sitotoksisiteye neden oldugu

belirtilmistir (Timocin ve ila, 2020).

Bitkiler tarafindan sentezlenen terpenlerin bazilari analjezik etkiye sahiptir. Yapilan bir
caligmada guaiazulen ve abietik asit terpenlerinin genotoksisitesi arastirilmak istenmistir. Bu
amacla insan periferal lenfositlerinde in-vitro mikrontkles (MN) testi (25,50,100,200ppm)
ile genotoksisitesi degerlendirilmistir. Sonuglara bakildiginda her iki analjezik etkili
terpenin de MN frekansint konsantrasyona bagli olarak yiikselttigi gézlenmistir. Bu da
guaiazulen ve abietik asitin genotoksik etkiye sahip olduklarini gostermistir (Celik ve Uysal,
2020). Bu durum oksikam grubunda olsun ya da olmasin analjezik etkisi bulunan diger etken
maddelerin de genotoksik etkisinin incelenmesi gerektiginin bir gdstergesidir. Incelenen
literatiirde terpenler iizerine yapilan ¢aligmalarin sayisi azdir ancak ileri ¢alismalarda farkl

terpenlerde toksisite gozlenebilir.

Analjezik 1ilaglardan olan Tramadol’iin genotoksisitesinin incelenmek amaciyla bir
calismada yapilmistir. Bu amagcla 15 giin suiresince oral yolla albino farelere (Mus musculus)
Tramadol verilmistir. 15 giin sonunda farelerden periferal kan alinarak comet testi (25
mg/kg, 50 mg/kg ve 75 mg/kg) uygulamasi yapilmistir. Sonugta konsantrasyona bagl olarak
hasarin arttig1 ve hasarlarin tamirinin azaldigi goézlenmistir. Bu durum arastirmacilara,
Tramadol’den kaynaklanan hasarlarin onariminin ya uzun siire alabilecegi ya da onarim
heniiz gerceklesmeden hiicrede genotoksisiteye ek olarak sitotoksisitenin de meydana
gelebilecegini diistindiirmiistir (Ali ve digerleri, 2020). Yapilan bir ¢alismada, Piper
amalago (Piperaceae)’nin genotoksisitesi incelenmek istenmistir. Bu amagla disi Wistar
ratlarda comet (17,5, 175 ve 1750 mg/kg), MN testi (100, 200 ve 300 mg/kg) uygulanmustir.
Sonugta biyokimyasal parametrelerde degisiklik gozlense bile net olarak genotoksisite ya da
mutajenitenin varligi kanitlanamamistir. Clinkii Comet parametreleri ve MN degismemistir.
Bu amagcla analjezik etkisinden kaynakli uzun siireli kullaniminda oldukga dikkat edilmesi

gerektigi vurgulanmistir (Stein ve digerleri, 2022).

Bir diger arastirmada, Sec¢ici COX II inhibitdrii olan Enflikoksib’in genotoksisitesi
incelenmek istenmistir. Bu amagla, Ames testi (1667 ve 5000 pg/plaka) ile mutajenite,
kromozomal anormallik (CA) testi (3,9; 7,8; 15,6; 31,2; 62,5; 125, 250, 500 ve 1000 pg/mL)
ile genotoksisiste ve mikronikleus (MN) testi (50,500, 1000 ve 2000 mg/kg) ile sitotoksisite
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24 ve 48 saatlik maruziyetler ile incelenmistir. Sonugta herhangi bir toksisiteye sahip

olmadigi sonucuna varilmistir (Guzman, Homedes ve Salichs, 2022).

NSAII grubu bir ilag olan Meloksikam’1n genotoksisitesi incelenmek istenmistir. Bu amacla,
farelerde ayni konsantrasyonlarda (1mg/kg) mikroniikleus ve comet testi uygulamasi
yapilmigtir. Sonugta, Meloksikam’in farelerde toksik etki olusturmadigi sonucuna
varilmistir (da Silva ve digerleri, 2022).

Vernonia condensata analjezik etkisinden dolay1 siklikla Brezilya’da kullanilan bir bitkidir.
Bir arastirmada bu bitkinin genotoksisitesi incelenmek istenmistir. Bu amagla 24 ve 72
saatlik maruziyetlerde mikronlkleus testi ile 1500, 3000, 6000 ve 1200 pg/mL
konsantrasyonlarinda incelenmistir. Ayn1 zamanda sitotoksik etkisi mitotik indeks frekansi
ile incelenmistir. Sonugta, en diisiik konsantrasyon hari¢ hem genotoksik hem de sitotoksik
etki gosterebilecegi ve bu nedenle diisiik miktarlarda tiiketilmesi gerektigi sonucuna

varilmustir (Silva ve digerleri, 2020).

Hem Piroksikam hem de Tenoksikam i¢in herhangi bir ilag etkilesimi uygulamasi
yapilmamustir. Ileri ¢alismalarla her iki etken madde icin de farkli ilag etkilesimleri
degerlendirilebilir ve hangi kombinasyonlarin genotoksik ya da sitotoksik olabilecegi

aydinlatilabilir.

Bu tez caligmasinda analjezik ila¢ etken maddeleri arasinda yer alan Piroksikam ve
Tenoksikam etken maddelerinin genotoksik etkileri kromozomal anormallik ve
mikroniikleus testleri uygulanarak arastirilmistir. Her iki etken maddenin de farkli test
sistemlerinde konsantrasyon arttikga genotoksik etki goriilme riskinin yiikseldigi tespit
edilmis olup benzer sonuglar sitototoksisite i¢in de gegerlidir. Ancak elde edilen veriler
topluca degerlendirildiginde Piroksikam ve Tenoksikam’in hafif bir genotoksik etki

sergiledigini belirtmek miimkiindiir.

Piroksikam ila¢g etken maddesi kromozomal anormallikleri indlklememistir. Ancak
mikroniikleus olusturmustur. Iki test sonucu arasindaki fark vardir. Bu fark, testlerin
mekanizmalarindan kaynaklanmaktadir. KA testi genom boyunca meydana gelebilen
hasarlarin tespiti i¢in uygulanmaktadir. Eger kromozom diizeyinde kirilmalar mevcut ise bu

durum DNA’nin her iki zincirinde de tamiri miimkiin olmamis hasarlar var anlamina
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gelmektedir. Kromozom degil de kromatit diizeyinde bir kirilma mevcut ise bu durum
kromatitlerde meydana gelen hatalarin onarilmaya calisilmast ancak onarimin yanlis
olmasindan kaynaklanmaktadir. Kromozomlarda meydana gelen ve tamir edilemeyen
hasarlarin sayisi arttikga KA frekansi da artmaktadir. Bu durum artmis kanser riskinin de bir
gostergesidir. Mikroniikleuslar, mitoz boliinme esnasinda tam ya da asentrik kromozom
parcalarindan koken alan yapilardir. Hiicrenin gergek c¢ekirdegi degildirler. Ancak gergek
cekirdek ile ayni sitoplazma i¢inde yer alirlar. Mikroniikleus olusumunu gézlemlemek igin
bu testte telofaz asamasina gecilmeden mitoz boliinme durdurulmakta ve meydana gelen
hatalar incelenmektedir. Hiicre dongiisiinii esnasinda kromozomlara ig ipliklerine
tutunmasini saglayan kinetekorlarda ya da dogrudan ig ipliklerinde meydana gelen hatalar
tamir edilemediginde hiicre canliligini koruyamamaktadir. Ayrica bu durum hiicre dongiisii
esnasinda meydana geldigi i¢in hiicrenin herhangi bir elemaninda meydana gelen hatalar
hicreyi 6ldurmektedir. EK olarak olusan hatalarin tamirinden sorumlu genlerde de hatalar
meydana gelebilmektedir. Bu durum da ayni sekilde hiicrenin saglikli boliinmesi miimkiin
olmadigindan hiicrenin 6liimii ile sonug¢lanabilmektedir. Testlerin mekanizmalar1 arasindaki
bu fark, Piroksikam ila¢ etken maddesi hiicrelerde, kromozom boyutunda kromozomal
anormallikleri indiklememis olsa da hiicre boyutunda mitotik aygitlarda, ig ipliklerinde ya
da ig igligi olusumundan sorumlu sentrozomda ve sentrozomdan koken alan sentriollerde
meydana gelen hatalarin onarllamamasindan kaynaklt MN frekansimi artirmis olabilir.
Ayrica tamir mekanizmalarindaki hatalar da onarilamamis olabilmekle beraber hiicre
kendiliginden de canliligin1 yitirmig olabilmektedir (A.Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011;
Fenech, 2000; Kirsch-Volders, Elhajouji, Cundari ve Van Hummelen, 1997; Schmid, 1975).



55

6. SONUC VE ONERILER

En ufak bir agrida bile tiiketilen agr1 kesiciler insan hayatinda onemli bir yere sahiptir.
Diinyada her giin milyonlarca insan agr1 kesici tilkketmektedir. Agr1 kesicilerin sik kullanimi
vicuda zarar verilebilir. Yasanan hasar DNA hasarina yol acabilmektedir. Bu da zararin
gelecek nesilleri de etkileyebilecegi anlamini tagimaktadir. Bu nedenle agr1 kesicilerin
genotoksik etkilerinin iyi bilinmesi gerektiginden dezavantajlari ¢alismalarla belirlenmistir.
Dezavantajlarin olumsuzluklarini aza indirmek igin gerekli dnlemler alinmaktadir. Bu
amagla giivenli bir doz araligi belirlenmektedir. Uzun siireli kullanimdan kaginilmast
konusunda regetelere not diisiilmektedir. Son zamanlarda artan saglik sorunlari ile iliskileri

belirlenmektedir (Kuru ve digerleri, 2011).

Her ne kadar giivenli doz araliginda piyasaya siiriilseler de analjezik ilaglarin bilingsiz ve
uzun siireli kullanimi insan saglhigini tehlikeye atmaktadir Analjezik ilaglarin canlilarin
genomu lizerine etkilerinin belirlenmesi yasam kalitesi yoniinden olduk¢a miithimdir.
Analjezik ilag etken maddelerinin meydana getirdigi genotoksik etkilerin hafife
indirgenmesi i¢in yapilan arastirmalarla giiven araligi belirlenen dozlarda kullanimi
saglanmaktadir. Ancak belirli giiven araliginda kullanilsalar dahi yillar i¢inde canli
viicudunda biriken bu etkiler olumsuz bir hal almaktadir. Bu durum yasam kalitesi ve

saglhigin kotl yonde etkilemektedir.

Analjezik ila¢ etken maddelerinin genom iizerindeki etkilerini incelemek i¢in yapilan
caligmalar, analjezik etken maddelerinin genomda meydana getirdigi hasarlari belirleyerek
bu hasarlara kars1 6nlem almay1 hedeflemektedir. Bu ¢alismada NSAII grubu ilag etken
maddeleri olan Piroksikam ve Tenoksikam’mn insan lenfosit hiicrelerindeki genotoksik ve
sitotoksik etkisi arastirilmistir. Arastirmada kullanilan KA ve MN testleri hiicrelerin
klastojenik aktivitelerini degerlendirmek ve genom diizeyinde herhangi bir toksik etkinin
varliginin olup olmadigmin incelenmesi i¢in kullanilmistir. Yiriitilen tez calismamiz
Tenoksikam ve Piroksikam ilag etken maddelerinde genotoksisiteyi incelemeyi
amaglamistir. Bu amagla insan periferal kan lenfositleri kullanilarak hem MN hem de KA
testleri uygulanmistir. Farkli testler birbiri ile ayni sonucu vermeseler bile yiiksek
konsantrasyonlarda genotoksik etkinin varligindan sz edilebilir. Sonugta her iki maddenin

de zayif bir genotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir.
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Bu calisma ile rutinde siklikla tercih edilen NSAII grubunda yer alan Piroksikam ve
Tenoksikam etken maddelerinin insan kromozomlarinda olusturabilecegi genotoksik etkiler
hakkindaki literatiirdeki bosluk kapanmas1 hedeflenmistir. Elde edilen verilerin yine benzer
arastirmalarla desteklenmesi ve daha ileri incelemelerle daha fazla bilimsel veri elde

edilmesi ilag kullanim1 hakkinda bilinglenme i¢in dnem arz etmektedir.

Analjezik ilaglarla ilgili literatiirler incelendiginde siklikla molekiiler caligmalarin yapildigi
gorulmektedir. Yapilan bu molekiiler ¢alismalar analjezik ilaglarin sitotoksik, apoptotik ve
genotoksik olup olmadiklarini tespit etmek amaciyla tercih edilmistir. Bazi diger ¢alismalar
ise bu molekiiler siireglerin mekanizmalarimin ne sekilde igledigini tespit etmeyi
amaclamustir. Literatiire bakildiginda heniiz ¢ogu analjezik ilacin sitotoksik, genotoksik ve
apoptotik etkisi tam olarak incelenmemis ve aydinlatilamamis oldugu goriilmektedir. Ama
yine de bu alanda yapilan ¢aligmalarin sayisinin son zamanlarda arttigi gézlenmektedir.
Ancak mekanizmalarin daha kapsamli incelenmesine ve daha ¢ok aydinlatici ¢aligmaya
ihtiyag duyulmaktadir. Tenoksikam ve Piroksikam ile ilgili calismalarin incelenmesinin yani
sira benzer ilag etken maddeleri de inceleyen calismalar degerlendirildiginde bu tez
caligmasinda gozlemledigimiz sonuglara yakin sonuglar bulunmaktadir. Ancak kapsamli
caligmalarin sayisinin olduk¢a az oldugu goriilmektedir. Genotoksisite hakkindaki
caligmalar incelendiginde ilgili caligmalarin sayisinin azligi oldukca dikkat c¢ekici

diizeydedir. Bundan otiirti detayli ileri ¢alismalara 6nem verilmesi Onerilmektedir.
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