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OZET

Anestezik Etkili Bazi ilaclarin insan Hiicrelerindeki Genotoksik Aktivitesinin in
Vitro Sitogenetik Yontemlerle Arastirilmasi
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Molekiiler Biyoloji Bilim Dal1
Eskisehir Teknik Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Kasim 2024
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Genotoksisite, genlerin toksik ajanlar ile etkilesmesi sonucu hiicrelerin genetik
materyalinde hasar meydana gelmesidir. Bu hasar, DNA zincirinde kirilmalara,
mutasyonlara ve kromozomal anormalliklere yol agabilir, bu da hiicresel islevlerin
bozulmasina ve hastalik riskinin artmasina neden olabilir. Bu tez ¢alismasinda klinikte
yaygin olarak kullanilan ve benzodiazepin sinifina ait Midazolam (100, 200, 300, 400
pg/mL) ile bir opioid olan Meperidin Hidrokloriir’iin (250, 500, 750, 1000 pg/mL) ¢esitli
dozlarda insan lenfosit hiicrelerinde olusturdugu DNA hasar1 degerlendirilmistir.
Arastirma yontemi olarak klastojenik etkilerinin belirlenmesi igin Sitokinez Bloklanmig
Mikroniikleus testi (CBMN), genetik kodun bulundugu DNA’da olusturdugu hasarin ve
iplik kirilmalariin belirlenmesi igin ise Comet testi uygulanmistir. Elde edilen bulgular
kapsaminda her iki etken madde i¢in doz bagimli olarak mikroniikleus olugumunun ve
DNA hasarinin arttig1 gézlenmis ve yliksek dozlarda anlamli sonuglar elde edilmistir.
Midazolam’in Meperidin HCI’den daha belirgin DNA hasarina yol agtig1 ve genotoksik
etkisinin bulundugu belirlenmistir. Ozetle, bu arastirma, Midazolam ve Meperidin HCI’in
saglikli insan lenfositleri {izerinde sitotoksik, sitostatik ve genotoksik etkiler
gosterebilecegini, bu etkilerin siddetinin maruz kalinan konsantrasyona bagli oldugu

tespit edilmistir. Bu sonuglarin sonraki ¢alismalar ile desteklenmesi 6nerilmektedir.

Anahtar sozciikler: Genotoksisite, Midazolam, Meperidin, Mikroniikleus, Tek hiicre jel

elektroforezi.



ABSTRACT

Investigation of the Genotoxic Activity of Some Anesthetic Drugs in Human Cells
Using In Vitro Cytogenetic Methods

Bahar KOKLU

Department of Biology
Programme in Molecular Biology
Eskisehir Technical University, Instute of Graduate Programs, November 2024
Supervisor: Prof. Dr. Berrin AYAZ TUYLU

Genotoxicity is the damage to the genetic material of cells due to interactions with
toxic agents. This damage can lead to DNA strand breaks, mutations, and chromosomal
abnormalities, which may result in impaired cellular functions and an increased risk of
disease. This thesis evaluates the DNA damage induced by various doses of the
benzodiazepine Midazolam (100, 200, 300, 400 pg/mL) and the opioid Meperidin
Hydrochloride (250, 500, 750, 1000 pg/mL) in human lymphocyte cells. The study
utilized the Cytokinesis-Blocked Micronucleus (CBMN) test to determine clastogenic
effects and the Comet assay to assess the damage and strand breaks in the genetic code-
bearing DNA. The findings indicated that both substances caused dose-dependent
increases in micronucleus formation and DNA damage, with significant results observed
at higher doses. Midazolam was found to cause more pronounced DNA damage and
exhibited stronger genotoxic effects compared to Meperidin HCI. In summary, this
research suggests that both Midazolam and Meperidin HCI can exhibit cytotoxic,
cytostatic, and genotoxic effects on healthy human lymphocytes, with the severity of these
effects being dependent on the concentration of exposure. These results should be

supported by further research.

Keywords: Genototoxicity, Midazolam, Meperidine, Micronucleus, Single cell gel
electrophoresis.
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1. GIRIS

Modern genel anestezinin kesfedilmesiyle beraber, her yas grubuna mensup
hastalarda karmasik cerrahi ve tami prosediirleri ilerlemistir. Anestezik ve sedatif
(vatistirici) reaktifler, nérotransmitterler ile etkilesime girer ve farkli beyin bolgeleri
arasindaki noronal entegrasyonu ¢ozerek merkezi sinir sistemini etkiler (Liu vd., 2020).
Anestezik ilaclar, gegici olarak uykuya benzer bir durum olustan kimyasallardir. Acisiz
veya agrisiz operasyonu miimkiin kilmaktadirlar. Genel anestezi, diger bir deyisle narkoz
sirasinda; biling, agr1 duyarhiligi, savunma refleksleri ve kas refleksleri biiyilik ol¢iide
baskilanir. Omurilik sogani tarafindan yonetilen solunum ve dolasim gibi hayati sistemler
anestezik ilaglardan nispeten etkilenmezler (Wollweber vd., 2000). Giiniimiizde yaygin
olarak kullanilan anestezik ilaglar, izofluranlar gibi y-aminobiitirik asit (GABA)
reseptorleri veya ketamin gibi N-metil-D-asparat (NMDA) reseptorlerini kullanarak iki
ana mekanizma ile hareket ederler (Jevtovic-Todorovic vd., 2003). Genel anesteziklerin
sitotoksik ve norotoksik etkisinin molekiiller mekanizmalar1 kapsamli olarak

arastirilmistir.

Meperidin hidrokloriir genis terapotik kullanim elde edilen ilk sentetik analjezik
ilag olan bir fenilpiperidin tiirevidir. Morfin ile benzer farmakolojik etkiye sahiptir, 70-
100 mg Meperidin HCI, 10 mg morfine esdeger gelmektedir (Huang vd., 2017).
Meperidin HCI, beyindeki ve omurilikteki spesifik opioid reseptorlere baglanir ve
polisinaptik yollar boyunca impulslarin iletilmesini engeller. Kan basincinin azalmasina
ve kalp atis hizinin artmasina yol agar (Laycock & Bantel., 2019). Uzun siireli kotiiye
kullanim, yanlislikla viicuda girmesi gibi durumlar bu maddenin bagimliligina, merkezi
sinir sisteminin zarar gérmesine hatta 6liime yol acabilmektedir. Giinlimiizde kiiresel
olgekte, Meperidin HCI {iretimi yapan birgok ilag fabrikasi bulunmaktadir ve bu maddeyi

iceren atik sular1 ¢evreye karigmaktadir (Tamimi vd., 2011).

Sedasyon saglamak i¢in yaygin olarak kullanilan bir ilaglardan biri de
midazolamdir. Intravendz, oral ve nazal olarak uygulanabilirken hizli bir etki ile
baslamaktadir. Oral olarak uygulanan dozun yalnizca %50’si sistemik dolasima
ulasabilmektedir. Midazolam, sitokrom P450 enzim sistemi tarafindan g¢esitli
metabolitlere metabolize edilmektedir. Baz1 sitokrom P450 inhibitorleri, midazolam

metabolizmasini 6nemli derecede azaltabilir (Nordt vd., 1997). Bu molekiil her yastaki

1



hastalarda solunum depresyonu riski tasirken Ozellikle yasli hastalarda opioid ile
kombinasyon halinde kullanildiginda kalp durmasi gergeklestigi goriilmiistiir (Taylor vd.,
1990).

Canlilar kendileri i¢in en uygun genetik yapiya sahip olacak sekilde
evrimlesmislerdir. Bu genomda olusan genetik degisikliklere mutasyon adi verilmektedir.
Mutasyonlar eger DNA onarim mekanizmalari ile tamir edilmez ise genellikle canlilar
icin zararli olabilecek veya hayati tehlike doguracak sonuglar ortaya ¢ikarabilir. Genlerin
toksik ajanlar ile etkilesmesi sonucu genetik yapida hasar meydana gelmesine
genotoksisite denir. Diger bir deyisle bir etken maddenin gen, kromozom ve genom
mutasyonuna neden olma yetenegidir (Feretti vd., 2007). Genotoksisiteye sebep olan
maddelere ise genotoksik madde veya mutajen denilmektedir. Tiim ilaclar, pestisitler,
kozmetik iiriinler gibi kimyasallar toksik potansiyele sahiptir ve bu toksik potansiyellerin
degerlendirilmesi gerekir. Bunun igin ¢esitli genotoksisite testleri gelistirilmistir (Saygt.,

2002).

Buradan hareketle, tez kapsaminda, Meperidin HCI ve Midazolam maddelerinin,
en yaygin kullanilan genotoksisite yoOntemlerinden olan Sitokinez Bloklanmis
Mikroniikleus (CBMN) ve Comet testlerinin yapilmasi, gen ve kromozom diizeylerinde
insan lenfosit hiicrelerinde olusan hasarin karsilastirmali olarak degerlendirilmesi

hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Anestezi

Modern genel anestezinin kesfedilmesiyle beraber, her yas grubuna mensup
hastalarda karmasik cerrahi ve tanmi prosediirleri ilerlemistir. Anestezik ve sedatif
(yatistirict) reaktifler, norotransmitterler ile etkilesime girer ve farkli beyin bolgeleri

arasindaki noronal entegrasyonu ¢ozerek merkezi sinir sistemini etkiler (Liu vd., 2020).
2.1.1. Anestezik ilaglarin etki mekanizmasi

Anestezik ilaglar, gecici olarak uykuya benzer bir durum olustan kimyasallardir.
Acisiz veya agrisiz operasyonu miimkiin kilmaktadirlar. Genel anestezi, diger bir deyisle
narkoz sirasinda; biling, agr1 duyarliligi, savunma refleksleri ve kas refleksleri biiyiik
o6l¢iide baskilanir. Omurilik sogani (medulla oblangata) tarafindan yonetilen solunum ve
dolasim gibi hayati sistemler anestezik ilaglardan nispeten etkilenmezler (Wollweber vd.,
2000).

Giinlimiizde yaygm olarak kullanilan anestezik ilaglar, benzodiazepinler,
izofluranlar gibi y-aminobiitirik asit (GABA) reseptorleri (Vutskits vd., 2005) veya
ketamin, ksenon gibi N-metil-D-asparat (NMDA) reseptorlerini kullanarak iki ana
mekanizma ile hareket ederler (Jevtovic-Todorovic vd., 2003). Genel anesteziklerin
sitotoksik ve norotoksik etkisinin molekiiller mekanizmalar1 kapsamli olarak
aragtirtlmistir. Yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalar ile anesteziklerin iki olasi yolla
apoptozu indiikledigi kesfedilmistir. Ekstrinsik yol, tiimor nekroz faktorii (TNF)
reseptorleri araciligr ile aktive edilir. Hiicre i¢inden gelen sinyallere yanit olarak da
intrinsik yol baglatilir. Bu yol, anti-apoptotik Bcl-2/pro-apoptotik Bax genlerinin oranini
azaltir, reaktif oksijen tlirlerinin (ROS) oranini ise arttirir. Sitokrom C’nin mitokondriden
salinmasini ve kaspaz-3 boliinmesini tesvik eder. Genel anestezikler GABA reseptoriiniin
uyarict oldugu donemde apoptoz siirecini indiikler. GABA reseptoriiniin inhibitor oldugu
donemde ise daha az nérodejenerasyona sebep olur (Creeley vd., 2013). Bazi anestezik

ilaglar ve tiirleri ve piyasaya siiriilme tarihleri Tablo 2.1°de gdsterilmistir.



Tablo 2.1. Bazi anestezik ilaglarin listesi, tiirii ve piyasaya siiriilme tarihleri.

fla¢ Ad1 Tiiri Piyasaya Siiriilme Tarihi
Eter (Dietil Eter) Genel Anestezik 1846 (Sneyd, 2016)
Klorofom Genel Anestezik 1847 (Sneyd, 2016)
Nitroz Oksit (Giilme Gaz1) Genel Anestezik 1772 (Eger vd., 2017)
Prokain (Novokain) Lokal Anestezik 1905 (Miller, 2014)
Tetrakain Lokal Anestezik 1930'lar (Morgan vd., 2013)
Halotan Genel Anestezik 1956 (Miller, 2014)
Lidokain Lokal Anestezik 1948 (Miller, 2014)
Fentanil Opioid Anestezik 1960 (Smith & Peppin, 2018)
Ketamin Dissosiyatif Anestezik 1962 (Miller, 2014)
Sevofluran Genel Anestezik 1990 (Miller, 2014)
Propofol Genel Anestezik 1989 (Morgan ve ark, 2013)
Midazolam Benzodiazepin 1985 (Miller, 2014)
Desfluran Genel Anestezik 1992 (Miller, 2014)
Isofluran Genel Anestezik 1981 (Miller, 2014)
Meperidin Hidrokloriir Opioid Anestezik 1939 (Smith & Peppin, 2018)

2.2. Midazolam ve Meperidin Hidrokloriir

2.2.1. Midazolam: Kimyasal yapisi ve farmakokinetik 6zellikleri

Midazolam, benzodiazepin sinifina ait bir ilag olup, kimyasal olarak 8-kloro-6-(2-
florofenil)-1-metil-4H-imidazo[1,5-a][1,4]benzodiazepin-4-on olarak adlandirilir (Sekil
2.1). Bu yapinin merkezinde bulunan imidazo halkasi, midazolamim farmakolojik

etkilerinde kilit rol oynar ve bu halka, benzodiazepinlerin klasik yapisindan farkli olarak,
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ilacin farmakokinetik o6zelliklerini belirgin sekilde etkiler. Benzodiazepinlerin ortak
ozelliklerini tasimakla birlikte, midazolamin imidazo halkasina sahip olmasi, ilacin suda
¢Oziinebilirligini artirir ve bu da intravendz uygulama icin elverisli olmasini saglar.
Midazolamin farmakokinetik 6zellikleri, ilacin viicutta dagilimi, metabolizmas1 ve
eliminasyonunu kapsar. Hughes ve arkadaslari (2021), midazolamin intravendz
uygulama sonrast hizli bir sekilde etkisini gosterdigini ve biyoyararlanimiin %100
oldugunu bildirmistir (Hughes vd., 2021). Ayrica, midazolamin, kisa yar1 dmrii nedeniyle
hizli bir sekilde elimine edildigi ve bu durumun ilacin cerrahi ve tanisal prosediirler

sirasinda kullanimini kolaylastirdig belirtilmistir (Greenblatt vd., 2020).

Midazolam, intravendz yolla uygulandiginda hizla plazma seviyelerine ulasir ve
etkilerini dakikalar i¢inde gostermeye baslar. ilacin dagilim hacmi yaklasik 1-3 L/kg
olup, bu genis dagilim hacmi, midazolamin dokulara kolayca penetre olmasini saglar.
Plazma proteinlerine baglanma orani yaklasik %96'dir, bu da ilacin serbest fraksiyonunun
diisiik oldugunu ve farmakokinetik profilinin biiyiik 6l¢iide protein baglanmasina bagimli
oldugunu gosterir. Midazolam, karacigerde sitokrom P450 enzimleri (6zellikle CYP3A4)
tarafindan biiylik oranda metabolize edilir ve ve bu nedenle CYP3A4 inhibitérleri veya
indiikleyicileri ile birlikte kullanildiginda dikkatli olunmalidir. Midazolamin ana
metaboliti olan a-hidroksimidazolam, farmakolojik olarak aktif olup, bobrekler yoluyla
atilir. Tlac yar1 6mrii genellikle 1,5-3 saat arasinda degisir, ancak yogun bakim
initelerinde uzun siireli kullanimda bu siire uzayabilir (Greenblatt vd., 2020).
Metabolizmanin ana iiriinii, farmakolojik olarak aktif olan 1-hidroksi-midazolam'dir. Bu
metabolit, midazolamin etkilerinin siiresini uzatabilir ve 6zellikle karaciger fonksiyonu
bozulmus hastalarda klinik olarak 6nemli olabilir. GABA A reseptdr kompleksine
baglanarak GABA'min inhibitdr etkisini artirir. Bu baglanma, klor iyon kanallarinin
acilma olasiligini artirir ve hiicre i¢i klor iyon konsantrasyonunun artmasina neden olur,
bdylece hiicre membraninin hiperpolarize olmasina ve ndronal uyarilabilirligin
azalmasma yol acar. Bu mekanizma, midazolamin sedatif, hipnotik, anksiyolitik ve

antikonviilsan etkilerinin temelini olusturur (Hughes vd., 2021).

Midazolamin kisa etkili olmasi, cerrahi ve tibbi prosediirlerde hizli bir sekilde
sedasyon saglamasina olanak tanir. [lacin amnestik etkisi, hastalarin prosediir sirasinda
yasadiklar1 deneyimleri hatirlamamalarin1 saglar, bu da ozellikle invaziv islemler
sirasinda hasta konforunu artirir (Schifilliti vd., 2021).
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Midazolamin eliminasyonu hem bobrekler hem de safra yoluyla gergeklesir. Ilacin
yart omrii genellikle 1,5 ila 2,5 saat arasinda degisir, ancak bu siire, yas, karaciger
fonksiyonu ve diger bireysel faktorlere bagl olarak degiskenlik gosterebilir. Ozellikle
yash hastalarda ve karaciger fonksiyonu bozulmus bireylerde eliminasyon yari émrii
uzayabilir, bu da doz ayarlamalarinin yapilmasimi gerektirebilir. Midazolam, cerrahi
miidahaleler dncesinde premedikasyon olarak, sedasyon ic¢in ve anestezi indiiksiyonu
sirasinda yaygin olarak kullanilir. Ilacin hizli etkisi ve kisa yar1 dmrii, cerrahi ve tanisal
prosediirler sirasinda tercih edilmesini saglar. Ancak, midazolam kullanimi1 bazi yan
etkilere de neden olabilir. Bunlar arasinda solunum depresyonu, hipotansiyon ve
paradoksik reaksiyonlar (6rnegin, ajitasyon ve haliisinasyonlar) bulunur (Murthy & Patel,
2020).

Sekil 2.1. Midazolamn kimyasal formiilii (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/4192, 6 Haziran
2024 tarihinde erigildi.)

Midazolamin kullanimina bagli olarak ¢esitli yan etkiler rapor edilmistir. Solunum
depresyonu, hipotansiyon ve paradoksik reaksiyonlar (Ornegin, ajitasyon ve
haliisinasyonlar) bu yan etkiler arasinda yer almaktadir (Murthy & Patel, 2020). Ayrica,

Schifilliti ve arkadaglar1 (2021), midazolamin uzun siireli kullaniminin nérolojik yan
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etkilerle iligkili olabilecegini ve bu durumun o6zellikle yash hastalar ve karaciger

fonksiyonu bozulmus bireyler i¢in 6nemli oldugunu vurgulamislardir.

Midazolam, pediatrik hastalarda da yaygin olarak kullanilmaktadir. Brown ve
arkadaglar1 (2019), midazolamin pediatrik anestezi indiiksiyonu sirasinda giivenli ve
etkili oldugunu ve ¢ocuklarda hizli bir sedasyon sagladigini bildirmistir. Bununla birlikte,
pediatrik hastalarda doz ayarlamalarinin dikkatli bir sekilde yapilmasi gerektigi
belirtilmistir (Brown vd., 2019). Akut anksiyete ve ajitasyon tedavisinde de etkili bir ajan
olarak kullanilmaktadir. Hughes ve arkadaglart (2021), midazolamin psikiyatrik acil
durumlarda hizli bir sedasyon sagladigini ve hastalarin tedaviye uyumunu artirdigini
belirtmislerdir. Ayrica, midazolamin kisa etki siiresi, hastalarin hizli bir sekilde normale
donmesini saglamakta ve bu durum klinik kullanim agisindan biiyiik avantaj sunmaktadir

(Hughes vd., 2021).

Bu anestezik ilacin etki ettigi bazi genler ve hiicresel yolaklar incelendiginde;

- ABRA1 (Gamma-Aminobutyric Acid Type A Receptor Subunit Alphal):

Midazolam, GABA_A reseptorlerine baglanarak bu reseptorlerin aktivasyonunu
artirir. GABRAL, bu reseptorlerin alfa alt birimini kodlayan gendir. Midazolam'in bu
reseptor tizerindeki etkisi, anksiyolitik ve sedatif etkilerinin temelini olusturur (Olsen &

Sieghart, 2008).
- GABRB2 (Gamma-Aminobutyric Acid Type A Receptor Subunit Beta2):

GABRB2, GABA_A reseptorlerinin beta alt birimini kodlar ve midazolam, bu alt
birime baglanarak reseptor aktivitesini artirir. Bu etkilesim, midazolamin néromodiilator

etkilerinin bir pargasidir ve nérotransmisyonu etkiler (Olsen & Sieghart, 2008).
- GABAergic Synapse Pathway (KEGG Pathway: hsa04727):

Midazolam, GABAergic sinapslar yoluyla etkilerini gdsterir. Bu yolak, GABA'nin
sinaptik iletimini diizenler ve midazolam, GABA_ A reseptorlerine baglanarak inhibe
edici ndrotransmisyonu artirir. Bu yolak, midazolamin sedatif, anksiyolitik ve

antikonviilzan etkilerinden sorumludur (Sieghart, 2015).

- Neuroactive Ligand-Receptor Interaction Pathway (KEGG Pathway:
hsa04080):



Bu yolak, midazolamin GABA A reseptorleri ile etkilesimlerini i¢erir. Midazolam,
bu reseptorlerin aktivasyonunu artirarak merkezi sinir sistemi tizerindeki etkilerini
gosterir. Bu etkilesim, ilaglarin norolojik etkilerini anlamak agisindan kritik 6neme

sahiptir (Sieghart, 2015).

2.2.2. Meperidin Hidrokloriir: Kimyasal yapis1 ve farmakokinetik 6zellikleri

Meperidin hidrokloriir, opioid analjezikler sinifina ait bir ilag olup, akut agri
yonetiminde sik¢a kullanilmaktadir. ilk kez 1939'da sentezlenen meperidin, morfin ve
diger opioidlerden kimyasal olarak farklilik gostermesine ragmen benzer farmakolojik
etkiler sunmaktadir (Sekil 2.2). llacin intravendz uygulama sonrasi hizli etkisi ve kisa etki
sliresi, cerrahi ve tanisal prosediirlerde tercih edilmesini saglamaktadir (Schug vd., 2019;
Rawal vd., 2020). Farmakokinetik olarak, meperidin plazma proteinlerine yaklasik %60
oraninda baglanmakta ve karacigerde sitokrom P450 enzimleri tarafindan metabolize
edilerek normeperidin gibi aktif metabolitlere dontismektedir (Wu vd., 2018; Smith vd.,
2021). Ilacin yan etkileri arasinda solunum depresyonu, bulanti, kusma ve merkezi sinir
sistemi lizerinde paradoksik reaksiyonlar yer almakta olup, uzun siireli kullanimi
norotoksik etkilerle iligskilendirilmektedir (Katzung, 2020; Arndt & Kanitz, 2019).
Meperidin pediatrik hastalarda da kullanilsa da, doz ayarlamalarinin dikkatle yapilmasi
gerekmektedir (Yeh vd., 2020). Ayrica, akut anksiyete ve ajitasyon tedavisinde de etkili
olan meperidin, hizl1 sedasyon saglayarak hastalarin tedaviye uyumunu artirmaktadir

(Nelson vd., 2019).

Meperidin hidrokloriiriin farmakokinetik ozellikleri, ilacin emilimi, dagilimi,
metabolizmasi ve eliminasyonunu igerir. Meperidin HCI, oral, intramiiskiiler ve
intravendz uygulama yoluyla wverilebilir ve her bir uygulama yontemi ilacin
biyoyararlanimini ve farmakokinetik profilini etkiler. Meperidin HCI, intramiskiiler ve
intravendz yolla uygulandiginda hizl bir sekilde emilir ve etkilerini hizla gosterir. ilacin
biyoyararlanimi, intravendz uygulamada %100, intramiiskiiler uygulamada ise %50-60
arasindadir (Plummer & Owen, (1997). Plazma proteinlerine baglanma orani yaklasik
%60’tir. Dagilim hacmi yaklasik 4-5 L/kg olup, bu da ilacin viicut dokularina genis bir
sekilde dagildigim1 gosterir (Kharasch & Hoffer, 2006). Meperidin HCI, karacigerde
biiylik dl¢iide metabolize edilir. Metabolizmasinda ana rolii sitokrom P450 enzim sistemi
(6zellikle CYP3A4) oynar. Ilacin ana metaboliti normeperidin olup, bu metabolit

meperidin kadar analjezik etki gostermemekle birlikte, norotoksik etkileri ile bilinir. Bu
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nedenle, normeperidin birikimi, 6zellikle bobrek fonksiyonu bozulmus hastalarda klinik
acidan Onemli olabilir. Meperidin HCI, biiyiik 6l¢iide bobrekler yoluyla atilir ve
eliminasyon yar1 6mrii yaklasik 2-4 saat arasinda degisir. Ancak, bu siire yas, karaciger
ve bobrek fonksiyonlarina bagh olarak degiskenlik gdosterebilir. Normeperidin
metabolitinin yar1 dmrii ise daha uzundur ve bu da kronik kullanimda ndrotoksik yan
etkilerin artmasina neden olabilir. Total viicut klerensi yaklasik 8-12 L/saattir (Kaiko,
1986). Meperidin HCI, o6zellikle akut siddetli agrinin tedavisinde ve ameliyat sonrasi
agrinin yonetiminde yaygin olarak kullanilir. [lacin hizli etki baslangic1 ve giiclii analjezik
etkileri, dogum agris1 ve cerrahi sonrasi agri kontroliinde tercih edilmesini saglar. Ancak,
Meperidin HCI kullanimi bazi yan etkilerle iligkilidir. En yaygin yan etkiler arasinda
bulanti, kusma, bas donmesi, sedasyon ve solunum depresyonu bulunur. Ayrica,
normeperidin birikimi sonucu norotoksik etkiler, 6zellikle uzun siireli kullanimda 6nemli
bir risk faktoriidiir. Meperidin HCI, merkezi sinir sistemi tizerindeki etkilerini, opioid
reseptorlerine (0zellikle p-opioid reseptorleri) baglanarak gosterir. Bu baglanma, adenilat
siklaz aktivitesini inhibe eder, kalsiyum girisini azaltir ve potasyum ¢ikisini artirarak
hiicre membraninin hiperpolarize olmasina yol agar. Sonug olarak, ndéronal uyarilabilirlik

azalir ve analjezi saglanir (Anderson & Hiller, 2013).

Meperidin HCI’in analjezik etkisi, genellikle 2-4 saat siirer. Ilacin izl etkisi, akut
agr1 yonetiminde tercih edilmesine olanak tanir. Ayrica, meperidinin kas gevsetici
ozellikleri, ozellikle dogum sirasinda kullanilmasini saglar. Ancak, ilacin norotoksik
metaboliti normeperidin, uzun siireli kullanimda ciddi yan etkilere neden olabilir. Bu
nedenle, Meperidin HCI’in uzun siireli veya yiiksek dozlarda kullanimi genellikle

onerilmemektedir (Weinbroum, 2001).



—H

Sekil 2.2. Meperidin HCl’in kimyasal formiilii (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5750. 6
Haziran 2024 tarihinde erisildi.)

Bu anestezik ilacin etki ettigi bazi genler ve yolaklar incelendiginde;

- OPRM1 (Opioid Receptor Mu 1):

Meperidin HCI, OPRM1 geni tarafindan kodlanan mu-opioid reseptoriine yiiksek
afinitesi ile bilinir. Bu reseptor, merkezi sinir sisteminde agr1 algisini azaltan bir G-protein
bagli reseptordiir. Meperidin hidrokloriiriin analjezik etkisi, bu reseptdr araciligiyla

gergeklesir (Sora vd., 2010).
- OPRK1 (Opioid Receptor Kappa 1):

Meperidin HCI, kappa-opioid reseptoriine (OPRK1) de baglanabilir, bu da ilacin
analjezik etkilerine katkida bulunur. Kappa-opioid reseptorleri, agr1 ve stres cevabinda

6nemli rol oynar (Bruchas vd., 2010).
- OPRD1 (Opioid Receptor Delta 1):

Meperidin HCI, delta-opioid reseptoriine (OPRD1) daha diisiik afinitesi ile
baglanabilir. Delta-opioid reseptdrleri, agri modiilasyonu ve ndroproteksiyonla iligkilidir

(Gaveriaux-Ruff & Kieffer, 2011).

- Opioid Signaling Pathway (KEGG Pathway: hsa04062) (Sekil 2.3):
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Etken madde, bu yolak araciligiyla analjezik etkilerini gdsterir. Opioid
reseptorlerine baglanarak, adenilat siklaz aktivitesini inhibe eder ve siklik AMP (cAMP)
diizeylerini diisiirir. Bu mekanizma, ndrotransmitter salinimini azaltir ve agr1 iletimini

inhibe eder (Law vd., 2000).

- Neuroactive Ligand-Receptor Interaction Pathway (KEGG Pathway:
hsa04080):

Bu yolak, meperidin hidrokloriiriin opioid reseptorler iizerindeki etkilerini igerir.
Opioid reseptorlerinin  aktivasyonu, G-proteinlerin ve ikincil haberci sistemlerin

diizenlenmesi yoluyla sinaptik iletimi modiile eder (Katritch vd., 2013).
- GABAergic Synapse Pathway (KEGG Pathway: hsa04727):

Meperidin hidrokloriir, dolayli olarak GABAergic sinapslar1 etkileyebilir. Opioid
reseptorlerinin aktivasyonu, GABA salgisin1 artirarak inhibe edici norotransmisyonu
giiclendirebilir. Bu etki, meperidin hidrokloriiriin sedatif ve anksiyolitik 6zelliklerine

katkida bulunur (Chieng vd., 2012).

[ CHEMOKINE SIGNALING PATHWAY |

Sekil 2.3. Opioid signaling pathway (KEGG Pathway: hsa04062)
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2.2.3. Midazolam’in klinik kullanim alanlari ve yan etkileri

Midazolamin en yaygin kullanim alanlarindan biri, cerrahi miidahaleler ve tibbi
prosediirler sirasinda sedasyon saglamaktir. Ozellikle endoskopi, dis cerrahisi ve
kardiyoversiyon gibi kisa siireli miidahalelerde hastalarin konforunu artirmak ve
anksiyete seviyelerini diisiirmek amaciyla tercih edilir. Midazolam, intravenoz,
intramiiskiiler ve oral yollarla uygulanabilir ve hizli etki baglangici ile bilinir (Greenblatt

& Shader, 1974).

Midazolam, akut nobet yénetiminde de etkilidir. Ozellikle status epileptikus gibi
acil durumlarda, intravendz veya intramiiskiiler yolla uygulanan midazolam, nébetlerin
hizli bir sekilde kontrol altina alinmasini saglar. Bu baglamda, benzodiazepinlerin
epilepsi yonetimindeki 6nemi vurgulanmistir. Yogun bakim iinitelerinde, midazolam
sikca kullanilir. Uzun siireli mekanik ventilasyon gerektiren hastalarda, sedasyon
saglamak i¢in midazolam kullanimi yaygindir. Midazolamin hizli etkisi ve kolay titre
edilebilirligi, yogun bakim ortamlarinda tercih edilmesinin baslica nedenleridir. Ayni
zamanda, preoperatif anksiyetenin giderilmesi ve amnezi saglanmasi amaciyla
premedikasyon olarak da kullanilir (Dundee vd., 1984). Midazolam, etkili bir sedatif ve
anksiyolitik olmasina ragmen, bir¢ok yan etki ile de iliskilidir. En yaygm yan etkiler
arasinda uyku hali, bag donmesi, solunum depresyonu ve paradoksik reaksiyonlar yer alir.
Ozellikle yiiksek dozlarda veya hizli intravendz uygulamalarda, solunum depresyonu
ciddi bir risk olusturabilir (Bailey vd., 1990). Midazolamin paradoksik reaksiyonlari,
anksiyete artis1, ajitasyon ve agresyon gibi beklenmedik yan etkilerdir. Bu tiir
reaksiyonlar, 6zellikle yash hastalarda veya oOnceden psikiyatrik bozukluklari olan
bireylerde daha yaygindir. Bu nedenle, midazolam kullaniminda dikkatli hasta

degerlendirmesi ve izleme 6nemlidir (Jacobi vd., 2002).

Uzun siireli midazolam kullanimi, 6zellikle yogun bakim {initelerinde, ilaca
tolerans gelisimine ve fiziksel bagimliliga yol agabilir. Midazolamin kesilmesi sonrasi
yoksunluk belirtileri ortaya ¢ikabilir ve bu durum, ilacin kullanim siiresinin ve dozunun
dikkatli bir sekilde yonetilmesini gerektirir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar, midazolamin
uzun siireli kullaniminin kognitif islevler iizerindeki etkilerine dikkat cekmistir. Ozellikle
yash hastalarda, uzun siireli benzodiazepin kullaniminin demans gelisimi ile iliskili
olabilecegi bildirilmistir. Bu nedenle, midazolam ve diger benzodiazepinlerin uzun siireli

kullanimi konusunda dikkatli olunmasi gerektigi bilinmektedir (Dundee vd., 1984).
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2.2.4. Meperidin Hidrokloriir’iin klinik kullanim alanlar1 ve yan etkileri

Meperidin HCI, morfin benzeri etkileri nedeniyle 6zellikle akut ve siddetli agrilarin
yonetiminde yaygin olarak kullanilan bir opioid analjeziktir. ik olarak 1939'da Eisleb ve
Schaumann tarafindan sentezlenen meperidin, savas sonrast donemde hizli bir sekilde
klinik kullanim alanina girmistir. Bugiin, dogum agrisi, ameliyat sonras1 agr1 ve ¢esitli
akut agri durumlarmin yonetiminde tercih edilmektedir. Meperidin HCI’in en yaygin
kullanim alanlarindan biri dogum agrisinin ydnetimidir. Dogum sirasinda verilen
meperidin, etkisini hizla gostererek aninda rahatlama saglar ve genellikle annenin agri
algisin1 azaltmak igin kullanilir. Ayn1 zamanda, meperidinin kas gevsetici 6zellikleri
dogum siirecine yardimci olabilir. Ameliyat sonrasi agr1 yonetiminde, Meperidin HCI’in
hizli etki gostermesi ve analjezik giicii, cerrahi miidahalelerden sonra hastalarin
konforunu artirmak icin kullanilmasini saglar. Intravendz ve intramiiskiiler yolla
uygulanabilmesi, hastanin durumuna ve ameliyat tiirline bagl olarak esneklik saglar.
Ayrica, kisa yar1 omrii sayesinde hizli bir etki baslatip cabuk bir sekilde metabolize

edilmesi, 6zellikle kisa siireli agr1 yonetiminde avantaj saglamaktadir (Smith, 2009).

Meperidin HCI, ayn1 zamanda bazi kronik agri durumlarinda da kullanilmistir.
Ancak, uzun siireli kullanimi norotoksik metabolit normeperidinin birikimine neden
olabilecegi icin dikkatli izlem gerektirir. Ozellikle kanser agris1 gibi siirekli analjezi
gerektiren durumlarda, meperidin yerine daha giivenli ve uzun etkili opioidler tercih
edilmektedir. Meperidin HCI, giiglii analjezik etkilerine ragmen, bir dizi potansiyel yan
etki ile iligkilidir. En yaygin yan etkiler arasinda bulanti, kusma, bas donmesi, sedasyon
ve solunum depresyonu bulunur. Bu yan etkiler, ilacin merkezi sinir sistemi lizerindeki

depresan etkilerinden kaynaklanir ve genellikle doz bagimlidir (Prommer, 2007).

Meperidin HCliin 6nemli bir yan etkisi, norotoksik metabolit normeperidinin
birikimi nedeniyle ortaya ¢ikan norolojik yan etkilerdir. Normeperidin, Meperidin HCI’in
karacigerde metabolize edilmesi sonucu olusur ve 6zellikle bobrek fonksiyonu bozulmus
hastalarda birikebilir. Bu birikim, tremor, kas segirmeleri ve nadiren nobetlere neden
olabilir. Bu nedenle, Meperidin HCIP’in uzun siireli veya yiiksek dozlarda kullanimi
genellikle oOnerilmez (Weinbroum, 2001). Ayrica, Meperidin HCI, diger opioid
analjezikler gibi, bagimlilik ve tolerans gelisimi riski tasir. Uzun siireli kullanimda, ilacin
analjezik etkilerini siirdiirebilmek i¢in dozun artirilmasi gerekebilir, bu da yan etki riskini

artirtr. Meperidin HClin bagimlilik potansiyeli, ilacin regete edilmesi ve kullanimi
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konusunda dikkatli olunmasini gerektirir. Meperidin HCI’in bagka bir 6nemli yan etkisi,
serotonerjik sendrom olarak bilinen potansiyel olarak éliimciil bir durumdur. Bu durum,
Meperidin HCI’in serotonerjik ilaglarla (6rnegin, SSRIs, SNRIs) etkilesimi sonucu ortaya
cikabilir ve asir1 serotonerjik aktivite ile karakterizedir. Serotonin sendromu, mental
durum degisiklikleri, otonomik instabilite ve noéromiiskiiler anormalliklerle kendini

gosterir ve acil miidahale gerektirir ((Kharasch & Hoffer,2006).

Midazolam ve Meperidin HCI, farkli farmakolojik siniflara ait olmalarina ragmen,
her ikisi de tibbi ve cerrahi prosediirler sirasinda sik¢a kullanilir. Midazolam,
benzodiazepin sinifina ait olup, sedatif, anksiyolitik ve amnestik etkileri ile one ¢ikar.
Ozellikle kisa siireli sedasyon gerektiren islemlerde tercih edilir. Meperidin HCI ise,
opioid analjezik olup, akut ve siddetli agrilarin yonetiminde kullanilir. Her iki ila¢ da hizli
etki baglatici ozellikleri nedeniyle acil durumlarda veya hizli rahatlama gerektiren
durumlarda tercih edilir. Midazolam, GABA A reseptorleri lizerinden etki gosterirken,
Meperidin HCI opioid reseptorlerine baglanarak etkisini gosterir. Bu temel farklilik,
ilaglarin farmakodinamik ve farmakokinetik profillerini belirler. Midazolam, genellikle
daha kisa yar1 dmre sahip olup, hizli metabolize edilirken, Meperidin HCliin metaboliti
olan normeperidin, daha uzun yar1 dmre sahiptir ve birikime neden olabilir. Midazolamin
yaygin yan etkileri arasinda solunum depresyonu, bas donmesi ve paradoksik
reaksiyonlar bulunurken, Meperidin HCliin yan etkileri arasinda nérotoksisite, solunum
depresyonu ve bagimlilik riski yer alir. Her iki ilag da dikkatli izlem gerektirir ve 6zellikle

uzun siireli kullanimlarda yan etki riskleri nedeniyle sinirlamalar getirir (Bachmann vd.,
2009).

2.3. Genotoksisite

2.3.1. Tanim ve 6nemi

Canlillar kendileri i¢in en wuygun genetik yapiya sahip olacak sekilde
evrimlesmislerdir. Bu genomda olusan genetik degisikliklere mutasyon adi verilmektedir.
Mutasyonlar eger DNA onarim mekanizmalar1 ile tamir edilmez ise genellikle canlilar
icin zararlt olabilecek veya hayati tehlike doguracak sonuglar ortaya cikarabilir.
Gilinlimiizde insanlarin da dahil oldugu ¢evredeki canlilarin ¢ogu 6zellikle endiistriyel
faaliyetler ile agiga ¢ikan kimyasal kirlilikten yiiksek derecede etkilenmektedir. Her canli

bu kimyasal maddelerde farkli sekilde zarar gormektedirler. Yapilan bir¢ok ¢aligmada
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suyun, topragin, havanin ve tiiketilen yiyeceklerin ¢esitli mutajenlerin ile kontamine

oldugunu gostermektedir (Dhtevre vd., 2014).

Genlerin toksik ajanlar ile etkilesmesi sonucu genetik yapida hasar meydana
gelmesine genotoksisite denir. Diger bir deyisle bir etken maddenin gen, kromozom ve
genom mutasyonuna neden olma yetenegidir. Genotoksisiteye sebep olan maddelere ise
genotoksik madde veya mutajen denilmektedir. Bunlar; kozmetik maddeleri, besin katki
maddeleri, tiim ilaglar, pestisitler gibi canlilarin maruz kalabilecegi toksik potansiyele
maddelerdir. Kullanima sunulmadan Once genotoksisitelerinin degerlendirilmeleri
gerekir. Genotoksisite testleri, bir maddenin DNA'ya zarar verip vermedigini ve bu
zararin kanserojenik potansiyele doniislip doniismeyecegini belirlemek i¢in kullanilir. Bu
testler, ilag gelistirme, kimyasal gilivenlik degerlendirmesi ve c¢evresel risk analizi gibi
cesitli alanlarda hayati dneme sahiptir. Genotoksik maddelerin erken tespiti, insan
sagligin1 korumak icin kritik bir adimdir ve bu nedenle genotoksisite testleri, regiilasyon

otoriteleri tarafindan siki bir sekilde kontrol edilir (Feretti vd., 2007).
2.3.2. Genotoksik etkilerin mekanizmalari

Genotoksik etkiler, DNA'nin yapisinda ve fonksiyonunda degisikliklere yol agan
bir dizi mekanizma ile meydana gelebilir. Bu mekanizmalar arasinda DNA adduct
olusumu, oksidatif stres, dogrudan DNA kiriklari, DNA replikasyonunun ve tamirinin

inhibisyonu ve epigenetik degisiklikler bulunur.

DNA Adduct Olusumu: DNA adductlari, genotoksik kimyasallarin dogrudan DNA
bazlar ile kovalent baglar olusturmasi sonucu meydana gelir. Bu adductlar, DNA'nin
replikasyonunu ve transkripsiyonunu bozarak mutasyonlara ve genetik anormalliklere yol
acar. Ornegin, poliaromatik hidrokarbonlar (PAH'lar) ve baz1 kimyasal karsinojenler,

DNA adduct olusumuna neden olabilir (Phillips, 2005).

Oksidatif Stres: Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) hiicrelerde
birikmesi sonucu meydana gelir ve bu tiirler DNA'ya zarar verebilir. ROS, DNA bazlarini
oksitleyebilir, DNA zincirlerinde kiriklara neden olabilir ve hiicresel antioksidan
savunma mekanizmalarim bozabilir. Genotoksik maddeler, hiicresel oksidatif stres
seviyelerini artirarak DNA hasarina yol agabilir (Beckman & Ames, 1998; Valko vd.,
2006).
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Dogrudan DNA Kiriklari: Baz1 genotoksik ajanlar, DNA c¢ift zincir kiriklar1 (DSB)
ve tek zincir kiriklar1 (SSB) gibi dogrudan fiziksel hasarlara yol acabilir. Bu kiriklar,
hiicre dongiisiiniin durmasina, apoptotik hiicre 6liimiine veya hatali DNA tamiri sonucu
mutasyonlara neden olabilir. iyonize radyasyon ve bazi kemoterapétik ajanlar, dogrudan

DNA kiriklari olusturarak genotoksik etki gosterir (Curtin, 2012).

DNA Replikasyonu ve Tamirinin Inhibisyonu: Genotoksik maddeler, DNA
polimerazlar gibi DNA replikasyonu ve tamirinde gorev alan enzimleri inhibe edebilir.
Bu inhibitor etkiler, hatali DNA sentezine, replikasyon stresine ve genomik instabiliteye
yol acar. Ornegin, baz1 antimetabolitler ve alkilleyici ajanlar, DNA replikasyonunu inhibe
ederek genotoksik etki gosterir (Kaina, 2003).

Epigenetik Degisiklikler: Genotoksik maddeler, DNA metilasyonu, histon
modifikasyonlar1 ve diger epigenetik mekanizmalar iizerinden de genetik materyale zarar
verebilir. Bu degisiklikler, gen ekspresyonunu diizenleyen epigenetik profilleri
degistirerek kanser ve diger hastaliklarin gelisimine katkida bulunabilir (Herceg &
Vaissiere, 2011).

2.3.3. Sitogenetik etkiler

Sitogenetik incelemeler, hiicrelerin genetik materyalinde meydana gelen
degisiklikleri ve bu degisikliklerin olasi etkilerini inceleyen bir bilim dalidir. Bu tiir
incelemeler, genotoksik maddelerin etkilerini belirlemek, kanserojen potansiyellerini
degerlendirmek ve genetik hastaliklarin tanisini koymak i¢in kritik dneme sahiptir.
Sitogenetik analizler, hiicre boliinmesi sirasinda kromozomlarin yapisint ve sayisini
inceleyerek, hiicresel genetik materyalde meydana gelen mikroskobik diizeydeki
degisiklikleri tespit etmeye yarar (Savage, 1976). Sitogenetik incelemelerin Onemi,
ozellikle cevresel ve kimyasal maddelerin insan saghig: iizerindeki potansiyel zararli
etkilerini degerlendirmede ortaya ¢ikar. Cesitli kimyasal ajanlar, radyasyon ve biyolojik
faktorler, DNA'da mutasyonlara, kromozom kiriklarina ve andploidiye yol agabilir. Bu
tiir genotoksik etkiler, kanser ve diger genetik hastaliklarin gelisiminde rol oynayabilir.
Bu baglamda, sitogenetik testler, genotoksik maddelerin belirlenmesi ve insan sagliginin
korunmasi agisindan nemli bir aragtir. Sitogenetik testlerin bir diger 6nemli uygulama
alani, kanser tedavisi ve arastirmalarinda goriilmektedir. Kanser hiicrelerinde siklikla

kromozomal anormallikler bulunur ve bu anormalliklerin tespiti, kanserin tipi, evresi ve
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tedaviye yamt1 hakkinda bilgi saglayabilir. Ornegin, kronik miyeloid 16semide (KML)
Philadelphia kromozomu adi verilen spesifik bir kromozom translokasyonu, hastaligin
tan1 ve tedavisinde kritik bir belirtectir. Sitogenetik incelemeler, ayn1 zamanda, genetik
hastaliklarin prenatal ve postnatal tanisinda kullanilir. Karyotip analizi, Down sendromu
gibi kromozom sayisal bozukluklarinin teshisinde yaygin olarak kullanilir. Ayrica,
subtelomerik bolge incelemeleri ve mikrodizi analizleri gibi ileri teknikler, daha kiigiik

kromozom anomalilerini tespit etmek i¢in gelistirilmistir (Shaffer vd., 2001).

Midazolam ve Meperidin HCI gibi yaygin olarak kullanilan ilaglarin genotoksik
potansiyelleri iizerine yapilan ¢alismalar sinirlidir. Ancak, mevcut veriler bu ilaglarin
genotoksik etkilerini anlamak agisindan 6nemlidir. Midazolam, genellikle sedatif ve
anksiyolitik olarak kullanilir ve genotoksik potansiyeli lizerine yapilan calismalar
siirhdir. Bazi in vitro ve in vivo ¢alismalarda, midazolamin yiiksek dozlarda genotoksik
hasara yol acabilecegi belirtilmistir. Ornegin, bir ¢alismada midazolamin fare
lenfositlerinde mikroniikleus olusumunu artirdigi gézlemlenmistir (Viana vd., 1998).
Meperidin HCI, opioid analjezik olarak kullanilir ve genotoksik etkileri iizerine yapilan
calismalar da smirlidir. Meperidin HCI’lin metaboliti olan normeperidin, ndrotoksik
etkileri ile bilinir ve bazi1 c¢aligmalarda kromozom hasarina yol agabilecegi One
stiriilmiistiir. Ancak, bu etkilerin insan saglig1 tizerindeki potansiyel riskleri hakkinda

daha fazla ¢alisma yapilmasi gerekmektedir (Kharasch, 2001).
2.4. Lenfositler ve Immiin Sistem Uzerindeki Etkiler
2.4.1. Lenfostilerin biyolojik 6nemi

Lenfositler, immiin sistemin kritik bilesenleri olup, viicudun patojenlere ve yabanci
maddelere karsi savunmasinda onemli rol oynayan beyaz kan hiicreleridir. Lenfositler,
temel olarak ii¢ ana tiire ayrilir: T lenfositler, B lenfositler ve dogal oldiirticii (NK)
hiicreler. Bu hiicreler, adaptif ve dogal bagisiklik yanitlarinda gorev alir ve her biri

spesifik fonksiyonlara sahiptir (Vivier vd., 2008).

T Lenfositler: T lenfositler (T hiicreleri), kemik iliginde tiretilip timusta olgunlasan
hiicrelerdir. Bu hiicreler, patojenlere karsi hiicresel bagisiklik yanitinda 6nemli rol oynar.
T lenfositler, sitotoksik T hiicreleri (CD8+), yardime1 T hiicreleri (CD4+) ve diizenleyici
T hiicreleri gibi alt gruplara ayrilir. Sitotoksik T hiicreleri, enfekte hiicreleri dogrudan

oldiiriirken, yardime1 T hiicreleri bagisiklik yanitini diizenler ve diger immiin hiicreleri
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aktive eder. Diizenleyici T hiicreleri ise bagisiklik yanitini1 kontrol eder ve otoimmiin

hastaliklar1 6nler (Vivier vd., 2008).

B Lenfositler: B lenfositler (B hiicreleri), kemik iliginde iiretilir ve olgunlasir. Bu
hiicreler, patojenlere karsi humoral bagisiklik yanitinda gorev alir. B hiicreleri, antijenlere
kars1 spesifik antikorlar iiretir ve bu antikorlar, patojenleri ndtralize eder veya immiin
sistemin diger bilesenleri tarafindan taninmasini saglar. B hiicreleri, ayn1 zamanda bellek

B hiicrelerine farklilagarak, tekrar karsilasilan antijenlere kars1 hizli ve giiclii bir yanit

saglar (Vivier vd., 2008).

Dogal Katil (NK) Hiicreler: NK hiicreler, dogustan gelen bagisiklik yanitinin
onemli bilesenleridir. Bu hiicreler, tiimor hiicrelerini ve viriisle enfekte hiicreleri tantyip
yok edebilir. NK hiicreler, hedef hiicreleri sitotoksik graniiller araciligiyla dogrudan
oldiirtir ve ayrica sitokinler salgilayarak bagisiklik yanitin1 modiile eder (Beilin vd.,

1996).

Lenfositlerin islevleri, immiin sistemin etkin ¢alismas1 ve viicudun patojenlere karsi
korunmasi i¢in hayati Oneme sahiptir. Lenfositlerin fonksiyonel bozukluklari,
enfeksiyonlara karst duyarliligi artirabilir ve otoimmiin hastaliklara yol agabilir. Bu
nedenle, lenfositlerin biyolojik 6nemi, immiinoloji ve tip alaninda c¢esitli ¢alismalar

yapilmaktadir.
2.4.2. Midazolam ve Meperidin HCI’iin immiin sistem iizerindeki potansiyel etkileri

Midazolamin immiin sistem tizerindeki etkileri, hem in vitro hem de in vivo
calismalarda incelenmistir. Bu ¢aligmalar, midazolamin lenfosit fonksiyonlar1 ve sitokin
tiretimi tizerinde ¢esitli etkileri oldugunu gostermektedir. Midazolamin immiin yaniti
modiile etme potansiyeli, T lenfosit aktivasyonu ve proliferasyonu iizerindeki etkileriyle
iliskilidir. Ornegin, baz1 calismalarda midazolamim, T hiicrelerinin proliferasyonunu
inhibe ettigi ve IL-2 {retimini azalttig1 gosterilmistir. Bu etkiler, midazolamin
immiinosupresif Ozelliklere sahip olabilecegini diisiindiirmektedir. Bununla birlikte,
midazolamin immiin sistem lzerindeki etkileri, doza ve maruz kalma siiresine bagh
olarak degisebilir. Diisiik dozlarda ve kisa siireli kullanimda immiin yanit {izerinde
minimal etkiler gozlemlenirken, yiiksek dozlarda ve uzun siireli kullanimda daha belirgin
immiinosupresif etkiler rapor edilmistir. Opioidlerin immiin sistem {izerindeki etkileri,

genellikle immiinosupresif 6zellikler ile iliskilendirilir (McAuley vd., 2011).
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Meperidin HCI’in immiin hiicre fonksiyonlar1 ve sitokin tiretimi tizerindeki etkileri
de bu baglamda incelendiginde, NK hiicre aktivitesi ve T hiicre fonksiyonlari tizerindeki
etkileriyle iligkilidir. Baz1 ¢aligsmalar, Meperidin HCI’in NK hiicrelerinin sitotoksik
aktivitesini azalttigin1 ve T hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigini gostermistir. Bu
etkiler, Meperidin HCI’in immiinosupresif 6zelliklere sahip oldugunu ve enfeksiyon

riskini artirabilecegini diisiindiirmektedir (Ho vd., 2013).

Ayrica, Meperidin HCI’in makrofajlar ve dendritik hiicreler gibi diger immiin
hiicreler tizerindeki etkileri de incelenmistir. Meperidin HCI, makrofajlarin fagositik
aktivitesini ve dendritik hiicrelerin antijen sunum kapasitesini azaltabilir. Bu etkiler,
Meperidin HCI’in immiin yanitin genel olarak baskilanmasina katkida bulunabilecegini
gostermektedir. Midazolam ve Meperidin HCI gibi anestezik ilaglarin immiin sistem
tizerindeki potansiyel etkileri, 6zellikle cerrahi hastalarda ve yogun bakim iinitelerinde
onemlidir. Cerrahi stres ve anestezi, immiin sistemi zaten baskilayabilir ve bu ilaclarin ek
immiinosupresif etkileri, postoperatif enfeksiyon riskini artirabilir. Bu nedenle, bu
ilaglarin kullanimi sirasinda immiin yanitin dikkatle izlenmesi ve uygun onlemlerin
alinmasi 6nemlidir (Ho vd., 2013). Sonug olarak, midazolam ve Meperidin HCI gibi
ilaglarin immiin sistem tizerindeki etkileri karmagiktir ve bu etkilerin klinik kullanimda
dikkate alinmas1 gerekmektedir. Immiinosupresif etkiler, ilaglarm dozaji, uygulama
sliresi ve hastanin genel saglik durumu gibi faktorlere bagl olarak degisebilir (Benyamin
vd., 2008).

2.5. Comet Testi (Tek Hiicreli Jel Elektroforezi)

Comet testi, diger adiyla tek hiicre jel elektroforezi (SCGE), DNA hasarimni tespit
etmek icin kullamlan hassas ve hizli bir yontemdir. Ilk olarak 1984 yilinda Ostling ve
Johanson tarafindan tanitilmis ve 1988'de Singh ve arkadaslari tarafindan gelistirilmistir.
Bu yontem, tek hiicre seviyesinde DNA kiriklarmi tespit edebilme kapasitesi ile

genotoksisite arastirmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Ostling & Johanson,

1984).

Comet testinin temel prensibi, hiicrelerin alkali veya nétral bir ortamda jel matrikse
yerlestirilmesi ve elektroforez uygulanmasidir. Bu islem sonucunda, DNA hasaria
ugramis hiicreler, kuyruk seklinde bir goriiniim alir ve bu yap1 mikroskop altinda

incelenir. Kuyruk uzunlugu ve yogunlugu, DNA kiriklarinin miktarin1 ve tipini
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belirlemeye yardimci olur. Bu yontemin avantajlar1 arasinda, az sayida hiicre ile
caligabilme, hizli sonug¢ elde edebilme ve gesitli hiicre tiplerinde uygulanabilirlik yer
almaktadir. Ayrica, Comet yontemi hem in vitro hem de in vivo ortamlarda kullanilabilen
esnek bir testtir. Bu test, genotoksisite degerlendirmelerinde yaygin olarak kullanilan bir
yontemdir. Genotoksisite, genetik materyalin yapisini ve islevini bozabilecek kimyasal
veya fiziksel ajanlarin etkilerini inceleyen bir bilim dalidir. Genotoksik maddeler,
DNA'da tek veya ¢ift sarmal kiriklari, baz degisiklikleri ve DN A-protein ¢apraz baglari
gibi hasarlara yol agabilir (Tice vd., 2000).

Comet yontemi, bu tiir DNA hasarlarini tespit edebilmek icin ideal bir yontemdir.
DNA hasarinin derecesi, kuyruk momenti, kuyruk uzunlugu ve kuyruk DNA yiizdesi gibi
parametreler kullanilarak degerlendirilir. Bu parametreler, hiicredeki DNA kiriklarinin
miktarini ve dagilimini gosterir ve boylece genotoksik etkilerin kapsamini ortaya koyar.
Cevresel toksikoloji, ilag gelistirme, kanser aragtirmalar1 ve radyobiyoloji gibi bir¢cok
alanda kullanilmaktadir. Ornegin, gevresel toksikolojide, su ve hava kirliligi gibi ¢evresel
ajanlarin genotoksik etkileri bu test ile degerlendirilmektedir (Collins, 2004). Midazolam
ve Meperidin HCI gibi ilaglarin genotoksik etkilerini incelemek i¢in bu yontem siklikla
kullanilmigtir. Midazolam ile yapilan Comet testi calismalarinda, bu ilacin DNA hasarina
yol agabilecegi gosterilmistir. Ornegin, baz1 arastirmalarda midazolamin, lenfositlerde
DNA kiriklarina neden oldugu ve hiicresel DNA onarim mekanizmalarini etkiledigi
bildirilmistir. Bu etkiler, midazolamin yiiksek dozlarda veya uzun siireli kullaniminda

genotoksik potansiyel tasiyabilecegini diistiniilmiistiir (Ersson & Mdler, 2011).

Meperidin HCI’in genotoksik etkileri iizerine yapilan Comet testi ¢aligmalar1 da
benzer sonuglar ortaya koymustur. Genotoksik potansiyel tasiyabilecegini
diisiiniilmiistiir. Meperidin HCI’in hiicrelerde DNA hasarina yol agabilecegi ve bu hasarin
elektroforetik analizlerle tespit edilebilecegi gosterilmistir. Ornegin, bir calismada
genotoksik potansiyel tasiyabilecegini diistiniilmiistiir. Meperidin HCI maruziyetinin
lenfositlerde belirgin DNA hasarina neden oldugu ve bu hasarin Comet Assay ile tespit

edildigi rapor edilmistir (Singh ve vd., 1988).

Bu test, hiicrelerin DNA'larinin elektriksel alan altinda bir jel iizerinde hareket
etmesine dayanir. Hiicrelerin hasar gérmiis DNA'lar1 bir kuyruk olusturur ve bu kuyruk

cesitli parametrelerle ol¢iiliir:
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Kuyruk Uzunlugu: Hiicredeki DNA'nin elektriksel alan altinda jelde hareket eden
kisminin uzunlugudur. DNA kiriklar1 ve hasarlarinin miktarini gosterir. Kuyruk ne kadar

uzun olursa, DNA hasar1 o kadar fazladir.

Kuyruk Yogunlugu: Kuyruktaki DNA yogunlugunun miktaridir. DNA'nin ne
kadarinin hasar gordiiglinii ve kuyrukta toplandigini gosterir. Daha yiiksek yogunluk,

daha fazla DNA hasarina isaret eder.

Kuyruk Momenti: Kuyrugun uzunlugu ile yogunlugunun ¢arpiminin bir 6l¢iistidiir.
Hem kuyruk uzunlugunu hem de yogunlugunu birlestirerek genel DNA hasarimni
degerlendiren bir parametredir. Kuyruk momenti yiiksekse, DNA hasarinin hem yaygin

hem de siddetli oldugunu gosterir (Olive & Banath, 2006).

2.6. Sitokinez Bloklanmis Mikroniikleus Testi (CBMN)

Mikrontikleus testi, hiicrelerin genotoksik ajanlara maruz kaldiginda DNA hasarini
ve kromozomal anormallikleri tespit etmek i¢in kullanilan hassas bir yontemdir. Bu test,
hiicre boliinmesi sirasinda kromozom kiriklar1 veya anafaz gecikmesi nedeniyle olusan
kiigiik, ek niikleus yapilarin1 (mikroniikleuslar) tespit eder. ilk olarak 1970'lerde Schmid
tarafindan tanmitilmis ve o zamandan beri genis bir kullanim alan1 bulmustur (Schmid,
1975). Mikroniikleus testi, hiicre kiiltiirlerinde veya hayvan modellerinde uygulanabilir.
Bu yontemde, test edilen hiicreler belirli bir siire boyunca genotoksik ajana maruz
birakilir ve daha sonra sitokinezin bloke edilmesi yoluyla hiicre boliinmesi durdurulur.
Hiicreler, mikroskop altinda incelenerek mikroniikleus olusumu degerlendirilir.
Mikroniikleuslarin varligi, hiicrelerdeki genetik materyalin hasar gordiigiini ve bu
hasarin diizglin bir sekilde onarilmadigini gosterir. Mikroniikleus testi, genotoksik
ajanlarin DNA'ya verdigi zarar1 ve kromozomal anormallikleri degerlendirmek i¢in
yaygin olarak kullanilir. Genotoksik maddeler, DNA'min yapisim1 bozarak veya
kromozomlarin diizgiin bir sekilde ayrilmasini engelleyerek hiicrelerde kalici hasara yol

acabilir. Bu hasar, kanser gibi ciddi saglik sorunlarina yol agabilir (Fenech, 2000).

Mikrontikleus testi, genotoksisite degerlendirmelerinde birka¢ avantaja sahiptir.
Oncelikle, bu testin uygulanmasi nispeten basit ve hizlidir. Ayrica, mikroniikleuslar
kolayca gozlemlenebilir ve sayilabilir, bu da kantitatif analizler yapilmasina olanak tanir.

Mikroniikleus testi hem kimyasal maddelerin hem de fiziksel ajanlarin genotoksik
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potansiyelini degerlendirmek icin kullanilabilir. Cevresel toksikolojide, ilag gelistirme
stireclerinde ve igyeri giivenligi arastirmalarinda yaygin olarak uygulanmaktadir. Bu test,
ayrica radyobiyoloji alaninda da 6nemli bir rol oynar. Radyasyonun neden oldugu DNA
hasar1 ve kromozomal anormallikler, bu test ile tespit edilebilir ve degerlendirilebilir.
Radyasyon tedavisi goren hastalarda veya radyasyona maruz kalan is¢ilerde genetik
hasarmn izlenmesi i¢in de kullanilmaktadir (Goulart vd., 2005). Midazolam ile yapilan
mikroniikleus testi ¢caligmalari, bu ilacin genotoksik etkileri olabilecegini gostermistir.
Ornegin, bazi arastirmalarda midazolamin lenfositlerde mikroniikleus olusumunu
artirdigi ve bu durumun DNA hasarmi isaret ettigi bildirilmistir. Bu bulgular,
midazolamin yiliksek dozlarda veya uzun stireli kullaniminda genetik materyale zarar

verebilecegini diisiindiirmektedir (Ghandi vd., 2013).

Meperidin  HCI’in genotoksik etkileri iizerine yapilan mikroniikleus testi
calismalar1 da benzer sonuglar ortaya koymustur. Meperidin HCI, hiicrelerde
mikroniikleus olusumuna yol acarak DNA hasarmi ve kromozomal anormallikleri
artirabilir. Bir c¢alismada, Meperidin HCI maruziyetinin lenfositlerde belirgin
mikroniikleus artisina neden oldugu ve bu durumun genotoksik bir etkiyi isaret ettigi

rapor edilmistir (Moura veark., 2018).

Sekil 2.4. Isik mikroskobunda mikroniiklues goriintiisii
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2.7. Tezin Amaci

Bu tez, Midazolam ve Meperidin Hidrokloriir gibi yaygin olarak kullanilan iki
anestezik ilacin lenfositler tiizerindeki in vitro sitogenetik etkilerini arastirmayi
amacglamaktadir. Ozellikle, bu ilaglarm genotoksik potansiyelini degerlendirmek igin
Comet testi ve mikroniikleus testi gibi sitogenetik analiz yontemleri kullanilacaktir.
Midazolam, benzodiazepin sinifina ait olup sedatif, anksiyolitik ve antikonviilzan
Ozelliklere sahip bir ilagtir. Meperidin Hidroklortir ise bir opioid analjezik olup, genellikle
akut ve siddetli agrilarin tedavisinde kullanilir. Bu ilaglarin genis klinik kullanimlar1 gz
oniine alindiginda, genotoksik etkilerinin anlasilmasi, giivenli ve etkili kullanim

stratejilerinin gelistirilmesine katkida bulunacagi diistintilmektedir.

Calismanin bir diger amaci ise midazolam ve Meperidin Hidrokloriir'iin lenfositler
tizerindeki etkilerinin doz-cevap iligkisini incelemektir. Her iki ila¢ igin farkl
konsantrasyonlar kullanilarak, hiicrelerde meydana gelen DNA hasariin diizeyi ve
mikroniikleus olusumu degerlendirilecektir. Elde edilen bulgular, bu ilaclarin potansiyel
genotoksik etkilerini anlamamiza yardime1 olacak ve bu bilgilerin klinik uygulamalarda
nasil kullanilabilecegine dair 6nemli bilgiler saglayacaktir. Ayrica, bu ¢alisma, anestezik
ilaclarin giivenli doz araliklarinin belirlenmesine katkida bulunarak, olas1 yan etkilerin

onlenmesi i¢in gerekli dnlemlerin alinmasina yardimer olmasi hedeflenmektedir.
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. CBMN Testi
3.1.1. CBMN testinde kullanilan calisma ¢ozeltileri ve materyaller

Sarf malzemeler ve cihazlar: Duran siseler, pastor pipeti, mikropipet, pipet uglari
manyetik balik, falkon tiipler, tiipliikk, lam, siringa, dikey sale, beher, spatiil, kurutma
kagid1, meziir, inkiibator, biyogiivenlik kabini, hassas terazi, manyetik karistirici, otoklav,
santrifiij, mikroskop. Deney 6ncesinde spatiiller, manyetik baliklar, beherler, siseler ve

distile su otoklavlanmustir.

Kimyasallar: Meperidin HCI, Midazolam, Heparin, Kromozom medyumu (Gibco),
Metanol (Sigma), Sitokalasin-B (Sigma), Mitomisin-C (Sigma), HNO3 (Sigma), KH2PO4
(Merck), distile su, NaCl (Sigma), KCI (Merck), ultra saf su, Asetik asit (Riedel-de Haén),
Giemsa boyasi (Sigma), Ho2NaO4P..H20 (Merck).

Cozeltiler: Cozeltiler hazirlanirken otoklavlanmis su kullanilmistir.

i. KCI: 0,4 g KCl hassas terazide tartilir ve 100 mL distile suda ¢ozdiiriiliir. 37°C’de
saklanir.

ii. Fiksatif-1: 50 mL asetik asit tizerine 250 mL metanol eklenerek hazirlanir.
4°C’de saklanir.

iii. Fiksatif-2: 0,9 g NaCl 100 mL distile suda ¢6zdiiriiliir. Bu ¢6zeltiden 50 mL
alinarak tizerine 50 mL fiksatif-1 eklenir. 4°C’de saklanir.

iv. Giemsa Boyasi: 0,9 g KH2POg4 tartilir ve 20 mL ultra saf suda ¢ozdiiriiliir. 1,18
g H2NaO4P.2H20 tartilir ve 20 mL ultra saf suda ¢ozdiiriiliir. Hazirlanan bu iki ¢ozeltiden
15’er mL {izerine 15 mL Giemsa boyasi eklenir. Ultra saf su ile 300 mL’ye tamamlanur.
Kurutma kagidi yardimiyla siiziiliir.

v. HNO3z: 18 mL HNO3 300 mL’ye tamamlanir. 4°C’de saklanir.

3.1.2. Kullanilan ila¢ dozlarimin hazirlamsi

CBMN deneyi kapsaminda kullanilan Meperidin HCI ve Midazolam ilaglarinin doz
belirlenmesi igin yapilan literatiir taramasi yapilmustir. igeriginde 5 mg/mL midazolam
etken maddesi bulunduran ilag i¢in 100 ug/mL, 200 pg/mL, 300 pg/mL, 400 pug/mL
olmak iizere dort doz belirlenmistir. igeriginde 50 mg/mL Meperidin HCI etken maddesi
bulunduran ilag i¢in ise 250 pg/mL, 500 pg/mL, 750 pg/mL ve 1000 pg/mL olacak

sekilde dort konsantrasyonda dozlar belirlenmistir. Belirlenen dozlar, lenfositler 2,5 mL
24



kromozom medyumunda kiiltire edilecegi i¢in bu miktarin 1 mL’sine gore

hesaplanmustir.
3.1.3. Lenfositlerin kandan eldesi ve Kiiltiire edilmesi

CBMN testi i¢in 25-30 yas arasi, herhangi bir hastaligi bulunmayan, sigara ve alkol
kullanmayan, saglikli bir kadin ve bir erkek denekten steril kosullarda birer tiip kan
alinmistir. Bir gece dncesinden 37°C’de 1sitilan kromozom medyumu her falkon tiipte 2,5
mL olacak sekilde 12 tiipe boliinmiistiir. Ardindan kanin pihtilasmasini 6nlemek i¢in her
tipe 12,5 pL heparin ilavesi yapilmigtir. Kan alindiktan sonra yine her falkon tiipe 6
damla eklenmistir. Bu islemler kontaminasyonun 6nlenmesi i¢in biyogiivenlik kabininde
gerceklestirilmistir. Yavasca karistirildiktan sonra CO2 dengesini saglamak i¢in kapaklar
biraz agik olacak sekilde 37°C inkiibatére konulmustur. 72 saat inkiibasyon

gerceklestirilmistir.
3.1.4. ila¢ dozlarimn lenfositlere verilmesi

Inkiibasyonun 24. ve 48. saatlerinde énceden belirlenen ve hazirlanmis olan dozlar
etiketlenmis tiiplere 100 pL eklenmistir. Kan alimindan 44 saat sonra sitokinez
boliinmesinin durdurulmasi igin her tiipe 50 pL Sitokalasin B (Cyt B) eklenmistir. Madde
eklemeleri steril kosullarin saglanmasi i¢in biyogiivenlik kabininde yapilmistir. Spontan
negatif kontroldiir ve o tiipe kromozom medyumu, heparin, kan haricinde sadece Cyt B
maddesi eklenmigtir. Tiipler inkiibatore kaldirilmig ve toplam 72 saat inkiibasyon
gergeklestirilmistir. Izolasyondan 48 saat dnce 1N HNOj ¢dzeltisi hazirlanmistir ve dikey
salelere dizilen lamlarin iizerine eklenip 1 gece 4°C’de bekletilmistir. Ardindan saleler 15
dk cesme suyu altinda ve 3 kez 5 dk distile suda yikanmistir. Salelere distile su eklenmis

ve tekrar 4°C’ye kaldirilmstir.
3.1.5. Lenfositlerin izole edilmesi

72 saat inkiibasyon sonunda lenfositlerin izolasyonu ger¢eklestirilmistir. Bunun
igin gerekli KCl, fiksatif-1 ve fiksatif-2 ¢ozeltileri izolasyondan 2 saat 6nce hazirlanmig
ve KCI 37°C’ye fiksatifler ise 4°C’ye kaldirilmustir. Inkiibasyon siiresi bitince tiipler 1200
rpm hizda 30 dakika (dk) santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda pastor pipet ile
stipernatant 1 mL kalana kadar atilmistir. Tiiplerin tizerine 37°C sicakligindaki KCI’den

6 mL eklenip 10 dk bekletilerek hiicrelerin sisirilmesi saglanmigtir. Tipler 1200 rpm
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hizda 15 dk santrifiij edilmistir. Siipernatant 1 mL kalincaya kadar atilmis ve tiiplere 4°C
olan fiksatif-1’den 6 mL eklenip 15 dk bekletilmistir. Tipler 15 dk 1200 rpm hizda
santrifiij edilmistir. Siipernatant 1 mL kalincaya kadar atilmis ve tiiplere 4°C olan fiksatif-
1’den 6 mL eklenip 15 dk bekletilmistir. 1200 rpm hizda 15 dk santrifiij edilmistir. Bu
islem 2 kez gerceklestirilmistir. Santrifiij sonunda her tiipte 0,5-1 mL kalincaya kadar

atilmistir.
3.1.6. Lenfositlerin fiksasyonu ve boyanmasi

4°C’de bekletilen lamlar alinmis ve her doz i¢in 3 lam olmak iizere pastor pipeti
yardimiyla her lama 10 santimetre (cm) yiikseklikten 5 damla lenfosit damlatilarak
fiksasyon gergeklestirilmistir. Lamlar bir gece kurumaya birakilmistir. Kuruyan lamlar
tekrardan dikey salelere dizilmistir. Daha dnceden belirtilen miktarda Giemsa boyasi
hazirlanmis ve siiziilmiistiir. Lamlar dizilen salelere boya eklenerek 9 dk bekletilmistir.
Siire sonunda Giemsa atigina boya dokiilmiistiir ve boyanan lamlar 3 ayr1 behere eklenen

distile sudan gegirilip tekrar kurumaya birakilmstir.
3.1.7. CPI degerinin belirlenmesi

Lamlar kuruduktan sonra Olympus marka 1sik mikroskobu altinda 40X biiyiitilerek
cekirdek sayist, bir, iki, {i¢, dort ve daha fazla olan hiicreler her doz i¢in toplam 1000 tane
olacak sekilde sayilmig ve CPI degeri hesaplanmistir. Mikroniikleus igeren hiicreler ise
ayrica sayllmistir. Sayilan hiicreler yardimiyla asagida belirtilen formiil kullanilarak her

dozun CPI degerleri hesaplanmustir.

CPI= 1’li hiicreler + [2x(2’1i hiicreler)] + [3x(3’lii hiicreler)] + [4x(4 1 hiicreler)]
1000

3.1.8. Mikroniikleus hesaplamasi

Midazolam ve Meperidin HCI maddelerinin klastojenik etkilerinin belirlenmesi
amaciyla CBMN testinde hazirlanan preparatlarda 1000 adet iki ¢ekirdek iceren lenfosit

hiicreleri incelenmis ve bunlar arasinda bulunan mikroniikleus sayis1 belirlenmistir.
3.1.9. istatistiksel analiz

CPI degerleri her bir doz i¢in hesaplanmistir ve Graphpad Prism 8 programinda
One Way ANOVA testi ile tablo ve grafik aline getirilerek analiz edilmis ve klastojenik
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etki yorumlanmigtir. Programda CPI degerlerinin ortalamasi (ort. = SS) ile anlamlilik

degerleri (* P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001) hesaplanmuistir.
3.2. Comet Testi
3.2.1. Comet testinde kullanilan ¢alisma cozeltileri ve materyaller

Sarf malzemeler ve cihazlar: Duran siseler, erlenmayer, pastor pipeti, mikropipet,
pipet uglart manyetik balik, falkon tiipler, tiipliik, lam, lamel, siringa, yatay sale, beher,
spatiil, kurutma kagidi, meziir, inkiibator, hassas terazi, manyetik karistirici, otoklav,
santrifiij, su banyosu, elektroforez giic kaynagi ve Comet elektroforez tanki, floresan
mikroskop. Deney oncesinde spatiiller, manyetik baliklar, beherler, siseler ve distile su

otoklavlanmistir.

Kimyasallar: Midazolam, Meperidin HCI, Histopaque 1077, normal erime
sicakligina sahip agaroz (NMA) (Sigma), diisiik erime sicakligina sahip agaroz (LMA)
(Sigma), RPMI 1640, Triton-X (BioChemica), DMSO (%30), Fosfat Buffer Saline
(PBS), NaCl, Na,EDTA (Sigma), NaHCOs, Tris-Baz, NaOH, Tris-HCIl, Etidyum Bromiir
(EtBr), Tripan mavisi.

Cozeltiler: Cozeltiler hazirlanirken otoklavlanmis su ve PBS kullanilmistir.

i. RPMI 1640: 0,26 g RMPI 1640 ve 0,08 g NaHCOg3 tartilir ve 25 mL distile suda
¢ozdirtlir. pH ayarlamasi i¢in olduk¢a az miktarda HCI eklenmistir. 37°C’ye steril
inkiibatore kaldirilir.

ii. Lizis Buffer: 29,22 g NaCl, 7,44 g Na,EDTA, 0,242 g Tris-Baz tartilir. 150 mL
distile suda ¢ozdiiriilir. NaOH yardimiyla ve pHmetre kullanilarak ¢ozelti pH’1 10’a
ayarlanir. Distile su ile 200 mL’ye tamamlanir. Bu ¢ozelti karanlik siseye hazirlanir ve
4°C’ye kaldirilir. Bu ¢6zeltiye deney sirasinda kullanilmadan 30 dk 6nce 2 mL TritonX-
100 ve 20 mL DMSO ekKlenir.

iii. Notralizasyon Buffer: 1 g Tris-Baz ve 8,69 g Tris-HCI 150 mL distile suda
¢cozdiiriiliir. 3 molar (M) HCI yardimiyla ve pHmetre kullanilarak ¢ozelti pH’1 7,5’a
ayarlanir. Distile su ile 200 mL’ye tamamlanir. Bu ¢ozelti karanlik siseye hazirlanir ve

4°C’ye kaldirilir.
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Iv. Running Buffer: 12 g NaOH ve 0,373 g Na2EDTA tartilir. pH’1 13 ve lizeri
olacak sekilde 1 litre (L)’ye tamamlanir. Bu ¢6zelti karanlik siseye hazirlanir ve 4°C’ye
kaldirilir.

v. PBS: 1 adet PBS tableti 200 mL distile suda ¢ozdiiriiliir. Otoklavlanir ve oda
sicakliginda muhafaza edilir.

vi. Tripan Mavisi: 0,04 g toz Tripan mavisi tartilir ve %0,4 olmasi i¢in 10 mL

PBS’te ¢ozdiiriiliir. Filtreden gegirilir ve 4°C’ye kaldirilir.

3.2.2. Comet testinde kullanilan ila¢ dozlarimin hazirlamsi

Comet testi icin CBMN deneyi kapsaminda kullanilan Meperidin HCI ve
Midazolam maddelerinin dozlar referans alinarak hazirlanmistir. Midazolam igin 100
ug/mL, 200 pg/mL, 300 ug/mL ve 400 pg/mL olmak ilizere dort doz hazirlanmustir.
Meperidin HCl ilact igin ise 250 pg/mL, 500 pg/mL, 750 pg/mL ve 1000 pg/mL sekilde

dort konsantrasyonda dozlar hazirlanmustir. ilag seyreltilirken distile su kullanilmustir.
3.2.3. Lamlarin kaplanmasi

Bu deney kapsaminda her doz i¢in 2 lam olmak iizere toplam 20 tane lam
kullanilmistir. Lamlar etiketlenmis ve oje yardimiyla etiketler sabitlenmistir. Deneyden
bir gece once bir erlene 0,375 g NMA tartilip 50 mL distile suda eklenmistir. Suyun
buharlasmamasi i¢in erlenin agzi kurutma kagidi ile kapatilip yaklasik 40 saniye (sn)
kadar mikrodalgada eritilmistir. Agarozun donmamas i¢in manyetik karistiric tizerinde
100°C’de kullanilmustir. Pastor pipeti yardimiyla 6nceden etiketlenmis tiim lamlarin

ylizeyine agaroz dokiilmiistiir. Lamlarin alt1 kurulanarak kurumaya birakilmistir.
3.2.4. Lenfositlerin kandan izolasyonu

Comet testi i¢in 25-30 yas arasi, herhangi bir hastaligi bulunmayan, sigara ve alkol
kullanmayan, saglikli bir kadin ve bir erkek denekten steril kosullarda birer tiip kan
alinmistir. Oda sicakliginda bekletilen ve aliiminyum folyo ile kaplanmig falkon tiipte
bulunan 3 mL Histopaque 1077 iizerine 3 mL kan damla damla karismayacak sekilde
eklenmistir. 400 xg hizda 30 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda tiipiin en iistiinde
sar1 renkli serum, ortasinda seffaf renkli lenfositler ve en altinda kirmizi renkli eritrositler
bulunmaktadir. Pastor pipeti yardimiyla alinan lenfositler aliiminyum folyo ile kaplanmig
temiz falkon tiipe aktarilmistir. Alinan miktarin 2 kat1 kadar 6nceden otoklavlanmis PBS

eklenmis ve kopiirterek pipetaj yapilmistir. 250 xg hizda 10 dk santrifiij edilir. Santrifiij
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sonrasinda siipernatant 1 mL kalincaya kadar atilir 3 mL PBS eklenmis ve 250 xg hizda
10 dk santrifiij edilir. Santrifiij sonrasinda siipernatant 1 mL kalincaya kadar atilir 3 mL
PBS eklenmis ve 250 xg hizda 10 dk santrifiij edilir. Santrifiij sonrasinda siipernatant 0,5-
1 mL kalincaya kadar atilir. Uzerine 37 °C sicakliginda olan RPMI 1640 besiyeri eklenir

ve canlilik testi i¢in 37 °C’lik inkiibatore kaldirilir.
3.2.5. Lenfositlerin canlilik testi

izole edilen lenfosit hiicreler ile deneye devam etmeden once canlilik testi
gerceklestirilir. Bunun igin bir Thoma lami alkol ile temizlenir. 20 pL Tripan mavisi ile
20 uL RPMI 1640’11 hiicre karistirilir. Thoma lamina yapistirilan lamel ile lam arasina,
lamin iki tarafina da 10 pL bu karisimdan eklenir. Olympus marka 151k mikroskobunda
40X biiylitmede kareler tizerindeki 6lii ve canli hiicreler sayilir. Tripan mavisi, vital
olmayan bir boyadir ve canli hiicrelerin i¢ine giremez. Membran biitiinliigii bozulmus
olan O6lu hiicrelere girerek mavi renk verir. Canli hiicreler seffaf iken O6li hiicreler
mikroskop altinda mavi renkli goziikiir. Asagida verilen formiil kullanilarak canlilik
miktar1 hesaplanmistir. Deneye devam edebilmek icin %80 {izerinde canlilik olmasi

gerekmektedir. Bu deney sonucunda canlilik oran1 %86 ¢ikmustir.
Canlilik = (Canl1 hiicre/Toplam hiicre) x 100

Canlilik testi sonrasinda 6 adet eppendorf hazirlanmistir. Daha 6nce belirlenmis ve
hazirlanmis olan ila¢ dozlarindan etiketlenen eppendorflara 5’er pL, 95 L RPMI 1640
besiyeri ve 150 uL RPMI 1640’11 hiicre eklenmistir. Pozitif kontrol olarak 150 uM H202,
¢oziicii olarak distile su, negatif kontrol olarak ise spontana sadece 150 pL RPMI 1640’11
hiicre ve 100 uL RPMI 1640 besiyeri eklenmistir. Daha sonra eppendorflar 37°C’de 1

saat madde maruziyetine birakilmistir.
3.2.6. Hiicrelerin lizisi

Inkiibasyon sonunda yapilan tiim islemler karanlikta gerceklestirilmistir. 0,07 g
LMA 10 mL PBS’e eklenmistir ve bir erlenmayerde yaklasik 40 sn mikrodalgada
eritilmistir. Su banyosu 37°C’ye ayarlanmistir ve eppendorflar ylizme mantarinda su
banyosuna konulmustur. Ayrica LMA’da erimemesi i¢in su banyosuna konulmustur.

Eppendorflar 300 rpm hizda 5 dk santrifiij edilmistir. Uzerinden 100 pL atilmis ve 100
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uL RPMI 1640 besiyeri eklenerek pipetaj yapilmigtir. Bu sayede hiicrelerin besiyeri

yenilenmistir.

Daha o6nceden NMA ile kaplanan lamlar buz iistiinde duran bir tepsiye dizilmistir.
Her eppendorfa 250 uL. LMA eklenip pipetaj yapilmistir ve o eppendorfa ait lama 100
puL yayarak damlatilmistir. Uzerine yan yana 2 tane lamel kapatilmistir. Tiim

eppendorflar bittikten sonra tepsi 15 dk 4°C’de bekletilmistir.

Bekletilen lamlar alinarak tlizerindeki lameller atilir. 2 tane yatay sale ve kapaklari
deney oOncesinde aliiminyum folyo ile kaplanmigtir. Lamlar bu salelere birbirlerine
yapigsmamast i¢in ¢apraz sekilde dizilmistir. Lamlar {izerine, icine 20 mL DMSO ve 2 mL
TritonX-100 eklenen Lizis Buffer 100’er mL dokiiliir. 2 saat 4°C’de inkiibe edilmistir
(OECD, 2016).

3.2.7. Elektroforez

2 saat Lizis Buffer’da bekletilen lamlar Comet elektroforez tankina karsilikli olarak
dizilmistir. Lamlar dizildikten sonra 4°C’de bekletilen Running Buffer yanlardan yavasga
eklenmistir. Tankin kapagi kapatilarak etrafina buz ile kaplanmistir. Lamlar 20 dk
Running Buffer’da bekletilmistir. Daha sonra gii¢ kaynagi 25 Volt, 300 miliamper ve 300
Watt’a ayarlanarak 25 dk yiiriitilmiistiir.

3.2.8. Hiicrelerin nétralizasyonu

Elektroforez islemi bittikten sonra lamlar aliiminyum folyo ile kaplanmis yatay
salelere dizilmistir. Uzerine Notralizasyon Buffer eklenir ve 4°C’de 5 dk bekletilmistir.
Daha sonra deney oOncesinde 4°C’de bekletilen 1L distile bir behere konulmustur.
Notralizasyon Buffer uzaklastirilmistir ve lamlar tek tek distile sudan gecirilerek bir
kutuya dizilmistir. Kurumaya birakilmigtir. Tim bu islemler karanlikta

gerceklestirilmistir.
3.2.9. Boyama ve goriintiileme

Karanlikta kuruyan lamlar lizerine 10 uL EtBr eklenerek iizerine yan yana 2 adet
lamel kapatilmistir. Olympus marka floresan mikroskop altinda 40X biiyiitmede her bir
doz i¢in 50 adet hiicrenin goriintiisii kaydedilmistir. Goriintiileri kaydedilen hiicrelerin
kuyruk uzunlugu, kuyruk momenti ve kuyruk yogunlugu parametreleri Comet Assay 1V

programinda analiz edilmistir.
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3.2.10. istatistiksel analiz

Comet testi sonucunda elde edilen kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk
momenti parametreleri Graphpad Prism 8 programina girilerek One Way ANOVA-
Dunnett testi ile kontrol gruplariyla karsilastirilarak ortalama degerler ve anlamlilik
degerleri (* P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001) hesaplanmustir.
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4. BULGULAR

Midazolam ve Meperidin hidrokloriir’iin hiicre proliferasyonu ve MN olusumuna
etkilerinin incelenmesi amaciyla bir erkek ve bir kadin donérden kan alinmis ve lenfosit
izolasyonu gerceklestirilerek CBMN testi uygulanmistir. Test sonrast her bir madde i¢in
2000 hiicre sayilmis, CPI degerleri hesaplanmis ve Tukey testi ile istatistiksel analiz
gergeklestirilmistir. Bu maddelerin DNA hasarina etkisini incelemek amaciyla ise bir
erkek ve bir kadin dondrden izole edilen kan ile lenfositler {izerinde Comet testi
uygulanmistir. Her madde i¢in 100 adet hiicre incelenmis ve One Way ANOV A-Dunnett

testi ile istatistiksel analizleri yapilmistir. Bu kapsamda elde edilen bulgular sunulmustur.
4.1. Midazolam’in Hiicre Proliferasyonuna ve Mikroniikleus Olusumuna Etkisi

Tablo 4.1. Midazolam’in 24 ve 48 saat maruziyet sonrasi ortalama MN ve CPI degerleri.

24 Saat
Madde Doz Incelenen Hiicre Sayis1 | Ort. MN (zSD) | Ort.
CPI
(#SD)
Spontan 2+0,81 1,4320+
- 2000 0,00
MMC 15,66+2,62%** 1,1861+
0,3 pg/mL 2000 0.02%**
340,81 1,2996+
100 pg/mL 2000 0.04%%*
Midazolam ’
4,33+0,94 1,3500+
200 pg/mL 2000 0.02*
6,66:£0,94* 1,3533+
300 pg/mL 2000 0,00*
6,66+2,05* 1,2650+
400 pg/mL 2000 0.01%**
48 Saat
Madde Doz Incelenen Hiicre Sayis1 | Ort. MN (£SD) ort.
CPI
(=SD)
Spontan 4+0,81 1,3074=+
- 2000 0.01
MMC 26,66+1,69*** 1,1397+
0,3 pg/mL 2000 0.00%**
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Tablo 4.1 (Devami) Midazolam’mn 24 ve 48 saat maruziyeti sonrasi ortalama MN ve CPI degerleri

100 pg/mL 2000 5+0,81 é,gﬁii
Midazolam ,
540,81 1,3590+
200 pg/mL 2000 0or
*
300 pg/mL 2000 6,63+0,47 1,2736+
0,01
+ *k n
400 pg/mL 2000 7,33+0,47 égiii

MN: Mikroniikleus, MMC: Mitomisin-C, CPI: Hiicre Proliferasyon Indeksi
+ SD: Standart sapma degerleri, * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001 (Tukey testi)
24 saat sonuclarina bakildiginda Tablo 4.1'e gore:

Spontan grup: Negatif kontrol grubu olarak kullanilmigtir. Bu grupta ortalama MN
degeri 2+0.81, CPI degeri ise 14320+000 olarak bulunmustur.

MMC (Mitomisin-C, 0.3 pg/mL): Pozitif kontrol olarak kullanilmigtir ve MN
degeri 15.66+2.62*** CPI degeri ise 11861+£002*** bulunmustur (P<0.001).

Midazolam farkli dozlarda incelenmistir v u sonuglar, Midazolam’in doz miktarina
bagli olarak MN olusumunun arttigin1 ve hiicre proliferasyonunun (CPI) azaldigim
gostermektedir. En diisiik doz olan 100 pg/mL, MN bakimindan anlamli fark
gostermezken, CPI degeri bakimindan anlamli bir azalma gozlemlenmistir. En yiiksek
doz olan 400 pg/mL ise hem MN hem de CPI degerleri bakimindan anlamli fark

yaratmistir.
48 Saat maruziyet sonuglarina bakildiginda

Spontan grup: Negatif kontrol grubu olarak kullanilmistir. MN degeri 4+0.81, CPI
degeri 130744001 olarak bulunmustur.

MMC (0.3 pg/mL): MN degeri 26.66£1.69***  CPI degeri 11397+000%**
(P<0.001) olarak bulunmustur.

48 saat maruziyette Midazolam’in MN olusumunu arttirdigit ve CPI degerini
azalttig1 gézlemlenmistir. 100 pg/mL ve 400 pg/mL dozlarinda CPI degeri bakimindan
anlamli farklar bulunmustur. MN degerleri bakimindan ise 300 pg/mL ve 400 pg/mL

dozlart anlamli fark yaratmistir.
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Sekil 4.1. Tek ¢ekirdekli lenfosit hiicreleri (40X)

Sekil 4.2. U¢ cekirdekli lenfosit hiicresi (40X)
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Sekil 4.3. [ki cekirdekli lenfosit hiicreleri (40X)

CPI
MMC Spontan 100 pg/mL 200 pg/mL 300 pg/mL 400 pg/mL
(0,3pug/mL)
H24h m48h

Sekil 4.4. Midazolam maddesinin 24 ve 48 saat maruziyet sonrast CPI degerleri
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Sekil 4.5. Midazolam maddesinin 24 ve 48 saat maruziyet sonrast MN degerleri

Sekil 4.4 ve Sekil 4.5, Midazolam’in farkli dozlarinin 24 ve 48 saat maruziyet
sonrast CPI ve MN degerlerini gostermektedir. Sekiller, doz artisiyla birlikte CPI
degerinin diistiiglinii ve MN degerinin arttigini1 gostermektedir.24 saat i¢in; Midazolam’in
doz miktaria bagli olarak MN olusumunun artti1 goriilmiistiir. En diisiik doz olan 100
png/mL’lik doz, MN bakimindan spontanla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
bir fark goriilmemistir ancak CPI degeri bakimindan anlamli fark bulunmustur (P<
0.001). En yiiksek doz olan 400 pg/mL’lik dozu spontanla CPI degerine gore
karsilagtirildiginda P< 0.001 diizeyinde; MN degerine gore karsilagtirildiginda P< 0.05
diizeyinde anlaml bir fark bulunmustur (Tablo 4.1)

48 saat i¢in; Midazolam’in doz miktarina bagli olarak MN olusumunun arttig1 ve
CPI degerinin azaldig1 goriilmiistiir. 100 pg/mL ve 400 pg/mL dozlarinda spontanla CPI
degerine gore karsilastirildiginda anlamli bir fark bulunmustur (P<0.01). Tiim dozlar MN
degerleri bakimindan spontan ile karsilastirildiginda 300 pg/mL dozunda anlamli bir fark
(P<0.05) ve 400 pg/mL dozunda anlamli bir fark (P< 0.01) goriilmiistiir. 100 pg/mL ve
200 pg/mL dozlart MN degeri icin spontan ile kiyaslandiginda ise herhangi bir anlamli
fark gortilmemistir (Tablo 4.1.)
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4.2. Midazolam’in DNA Hasarina Olan Etkisi

Tablo 4.2. Midazolam’in Comet testi sonucu kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti

verileri.
Kuyruk Uzunlugu | Kuyruk Kuyruk
JUEE (uM) Yogunlugu (%) | Momenti
O TR Ortalama + SD Ortalama + SD Ortalama = SD
(ng/mL)
SR 69,004,629 10,93+2,221 9,914,177
Kontrol
H.0. 50 uM 414,9+12,71%%* 63,714,864%*% | 134 7411,49%**
100 pg/mL 197,247,828 14,72+1,092 24,15+3,94
200 pg/mL 264,3+£16,369*** 25,71+4,081*** 40,19+5,50***
Midazolam
300 pg/mL 326,2+19,630*** 47,65+3,385*** 77,78+6,12***
400 pg/mL 364,3+15,96*** 59,51+2,279*** 100,6+7,99***

H>O,: Hidrojen Peroksit (Pozitif Kontrol), £SD: Standart sapma degerleri, (One Way ANOVA-
Dunnett), *** P< (0.001

Tablo 4.2'de verilen veriler, Midazolam’n farkli dozlarinin DNA hasar1 tizerindeki

etkilerini gostermektedir.

Kuyruk uzunlugu i¢in bakildiginda;

- H202, pozitif kontrol olarak kullanildiginda kuyruk uzunlugunda anlamli bir

artig gostermistir (P<0.001), bu da yaygin DNA hasarini gosterir.

- Midazolam'm 100 pg/mL dozunda anlaml bir fark gézlemlenmemistir, ancak

200, 300 ve 400 pg/mL dozlarinda kuyruk uzunlugunda anlamli artiglar

gbzlemlenmistir (P<0.001). Bu, daha yiiksek dozlarin daha fazla DNA hasarina

neden oldugunu gosterir.
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Kuyruk yogunlugu i¢in bakildiginda;

H202, kuyruk yogunlugunda belirgin bir artis gostermistir (P<0.001).

Midazolam'in 100 pg/mL dozunda anlamli bir fark gézlemlenmemigken, 200,
300 ve 400 pg/mL dozlarinda kuyruk yogunlugunda anlamhi artiglar
gozlemlenmistir (P<0.001). Bu, daha yiiksek dozlarin DNA'nin biiyiik bir
kisminin kuyrukta toplandigini ve daha fazla DNA hasarina neden oldugunu

gosterir.

Kuyruk momenti i¢in bakildiginda;

H202, kuyruk momentinde anlamli bir artig gostermistir (P<0.001).

Midazolam'in 100 pg/mL dozunda anlamli bir fark gézlemlenmemisken, 200,
300 ve 400 pg/mL dozlarinda kuyruk momentinde anlamli artiglar
gozlemlenmistir (P<0.001). Bu, DNA hasarinin hem yaygin hem de siddetli
oldugunu ve daha yiiksek dozlarin DNA {izerinde daha ciddi hasarlara neden

oldugunu gosterir.

Doz arttik¢a kuyruk uzunlugunda belirgin bir artis goriilmektedir. Kontrol
gruplarina gore karsilagtirildiginda bu sonuglar, Midazolam’in doz miktarina
bagli olarak DNA hasarimi arttirdigimi gostermektedir. Diisiik dozlarda (100
pg/mL) DNA hasarma anlamli bir etki géstermezken, daha yiliksek dozlarda
(200, 300 ve 400 pg/mL) DNA hasarinda anlamli artiglar gézlemlenmistir.
DNA hasarinin ii¢ ana parametresi (kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve
kuyruk momenti) Midazolam'in yliksek dozlarinin DNA hasarini 6nemli dl¢iide
artirdigini ve bu etkinin doz bagimli oldugunu géstermektedir. Bu bulgular,
Midazolam'in genotoksik potansiyelini ortaya koymakta ve yiiksek dozlarinin

hiicrelerin genetik materyallerinde bir hasara yol acabilecegini gostermektedir.
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Gorsel 4.1. [ saat boyunca 50 uM H>0- dozu ile muamele edilen insan periferik lenfosit hiicreleri (40X)

Gorsel 4.2. [ saat boyunca 300 uM Midazolam dozu ile muamele edilen insan periferik lenfosit hiicreleri
(40X)



Gorsel 4.3. 1 saat boyunca 400 uM Midazolam dozu ile muamele edilen insan periferik lenfosit hiicreleri
(40X)

Gorsel 4.1, 4.2 ve 4.3’te insan periferik lenfosit hiicrelerinin 1 saat Midazolam ile

muamele sonrasi floresan mikroskobundaki Comet goriintiileri verilmistir.
Midazolam
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Kuyruk Uzunlugu
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Sekil 4.6. Midazolam dozlar1 ile 1 saat muamele edilen periferik lenfosit hiicrelerindeki kuyruk uzunluk
degerleri
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Sekil 4.7. Midazolam dozlari ile 1 saat muamele edilen periferik lenfosit hiicrelerindeki kuyruk yogunluk
degerleri
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Sekil 4.8. Midazolam dozlari ile 1 saat muamele edilen periferik lenfosit hiicrelerindeki kuyruk momenti
degerleri
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Sekil 4.6, Sekil 4.7 ve Sekil 4.8: Midazolam’in Comet testi sonuglarina gore DNA
hasar1 tlizerindeki etkilerini gdstermektedir. Kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve

kuyruk momenti degerleri, doz artisiyla birlikte anlamli derecede artmaktadir.

Midazolam’1n hiicre proliferasyonu ve mikroniikleus olusumu tizerindeki etkileri
doz ve maruziyet siiresine bagli olarak degismektedir. Diisiik dozlarda (100 pg/mL) MN
olusumu bakimindan anlamli bir fark goriilmezken, hiicre proliferasyonunu 6nemli
Olclide azalttigr gozlemlenmistir. Yiiksek dozlarda (300-400 pug/mL) ise hem MN
olusumu hem de CPI degerlerinde anlamli degisiklikler olmustur. DNA hasar1 agisindan
ise, Midazolam’imn tiim dozlarinin DNA hasarin arttirdig1 goriilmiistiir. Ozellikle 200
pg/mL ve iizeri dozlarda, DNA hasar1 Onemli Ol¢liide artmistir. Bu sonuglar,
Midazolam’in hiicre proliferasyonu ve DNA hasar1 iizerindeki olasi yan etkilerini

gostermektedir.

4.3. Meperidin  Hidrokloriir’iin Hiicre Proliferasyonuna ve Mikroniikleus

Olusumuna Etkisi

24 saat maruziyet sonrasi; Spontan kontrol, ¢ok diisiik MN ve yiiksek CPI degerleri,
hiicrelerin normal proliferasyon yetenegini ve diisiik genotoksisite seviyesini gosterir.
MMC, tiksek MN ve diisiik CPI degerleri, MMC'nin giiglii genotoksik ve sitotoksik
etkisini ortaya koyar. Meperidin HCI; 250 pg/mL: MN degerinde hafif artis ve CPI
degerinde hafif diisiis gdzlenmistir. Istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir.
500 pg/mL: MN degerinde belirgin bir artis (*p < 0.05) ve CPI degerinde anlamli diisiis
(**p <0.01) gozlenmistir. 750 pg/mL: MN degerinde ¢ok yiiksek artig (***p <0.001) ve
CPI degerinde anlaml diisiis (**p < 0.01) gozlenmistir. 1000 pg/mL: MN ve CPI
degerlerinde en yiiksek degisiklikler (**p <0.01 ve ***p <0.001) gézlenmistir.

48 saat maruziyet sonrasi; spontan, kontrol grubu olarak bazal seviyede MN ve CPI
degerleri gozlenir. MMC, pozitif kontrol grubu olarak ¢ok yiiksek MN ve diisiik CPI
degerleri gozlenmistir. Meperidin HCI; 250 pg/mL: MN degerinde hafif artis (*p < 0.05)
ve CPI degerinde hafif diistis (**p < 0.01) gbzlenmistir. 500 pg/mL: MN degerinde
belirgin artis (**p < 0.01) ve CPI degerinde anlamli diislis gézlenmistir. 750 pg/mL: MN
degerinde yiiksek artig (***p < 0.001) ve CPI degerinde anlaml diisiis (*p < 0.05)
gozlenmistir. 1000 pg/mL: MN ve CPI degerlerinde en yiiksek degisiklikler (**p < 0.01

ve #**p <0.001) gozlenmistir.
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Meperidin HCI'in doza bagimli olarak genotoksik ve sitotoksik etkiler gosterdigi

goriilmektedir. Artan dozlarla birlikte MN degerlerinde anlamli artis ve CPI degerlerinde

anlaml diisiisler gézlenmistir. Anlamlilik diizeyleri (*p < 0.05, **p <0.01, ***p <(0.001)

meperidin HCl'in genotoksik ve sitotoksik etkilerini vurgulamaktadir. Yiiksek dozlarda

(750 ve 1000 pg/mL) MN artis1 ve CPI diisiisii istatistiksel olarak oldukg¢a anlamlidir. Bu

bulgular, Meperidin HCl'in genotoksik potansiyelini gostermektedir ve bu nedenle

yiiksek dozlarda veya uzun siireli kullanimda dikkatli olunmasi gerektiginie dikkat

cekmektedir. Hiicre proliferasyonunun baskilanmasi ve mikroniikleus olusumunun

artmasi, ilacin genetik materyale zarar verebilecegini ve hiicre dongiislinli negatif yonde

etkileyebilecegini gostermektedir.

Tablo 4.3. Meperidin HCI’in 24 ve 48 saat maruziyet sonrasi ortalama MN ve CPI degerleri.

24 Saat
Madde Doz incelenen Hiicre Sayis1 | Ort. MN (£SD) Ort. CPI (+SD)
Spontan - 2000 2+0,81 1,4320+0,00
MMC 0,3 pg/mL 2000 15,66£2,62%** 1,1861+0,02***
250 pg/mL 2000 6,33+1,24 14204+0,01
Meperidin HCI 500 ug/mL 2000 8+1,41% 1,34170,01%*
750 pg/mL 2000 13,33+1,24*** [ 1,3102+0,01%**
1000 pg/mL 2000 15,66+1,24*** 1,2148+0,005***
48 Saat
Madde Doz incelenen Hiicre Sayis1 | Ort. MN (£SD) Ort. CPI (+SD)
Spontan - 2000 4+0,81 1,3074+0,01
MMC 0,3 pg/mL 2000 26,66+1,69%%* 1,13970,00%*
250 pg/mL 2000 8,66+0,47* 1,3877+0,01**
Meperidin HCI 500 pg/mL 2000 1120,81%** 1,32897+0,01
750 pg/mL 2000 15,33+£1,24*** 1,2554+0,01*
1000 pg/mL 2000 17+0,81%** 1,1926+0,01***

MN: Mikroniikleus, MMC: Mitomisin-C, CPI: Hiicre Proliferasyon Indeksi

+ SD: Standart sapma degerleri, * P<0.05, ** P<0.01, *** P<(0.001 (Tukey testi)
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Sekil 4.9. Iki cekirdekli mikroniikleus iceren lenfosit hiicresi (40X)

CPI
MMC (0,3ug/mL) Spontan 250 pg/mL 500 pg/mL 750 pg/mL 1000 pg/mL
H24h m48h

Sekil 4.10. Meperidin HCl maddesinin 24 ve 48 saat maruziyet sonrasi CPI degerleri
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Sekil 4.11. Meperidin HCI maddesinin 24 ve 48 saat maruziyet sonrast MN degerleri

Sekiller 4.10 ve Sekil 4.11'de meperidin HCl'in farkli dozlarda 24 ve 48 saat
maruziyet sonrasi hiicreler lizerindeki etkilerini daha net bir sekilde ortaya koymaktadir.

Bu veriler, ilacin giivenlik profili ve potansiyel yan etkileri hakkinda bilgi saglamaktadir.
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4.4. Meperidin Hidrokloriir’iin DNA Hasarina Olan Etkisi

Tablo 4.4. Meperidin HCI’in Comet testi sonucu kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti

verileri.
Kuyruk Uzunlugu | Kuyruk Kuyruk
S Bl (M) Yogunlugu (%) | Momenti
NETEEIIERE Ortalama + SD Ortalama + SD Ortalama + SD
(ng/mL)
Spontan 69,00+4,629 10,93£2,221 9,91+4,177
H.0; 50 uM 418,9+14,67*** 63,88+5,216*** 134,7+11,49***
250 pg/mL 105,3+4,256 28,59+7,098 32,05+4,301*
500 pg/mL 199,9+20,42** 54,75+5,721** 49,82+6,566*
Meperidin
HCI
750 pg/mL 233,3+8,002*** 57,75+6,422** 42,29+5,399***
1000 pg/mL 272,3+7,542%** 59,36+4,4582** 86,67+6,892***

H>O,: Hidrojen Peroksit (Pozitif Kontrol), £SD: Standart sapma degerleri, (One Way ANOVA-
Dunnett), *** P<(0.001

Kuyruk uzunlugu i¢in bakildiginda;

gostermistir.

H202, pozitif kontrol olarak kuyruk uzunlugunda anlaml bir artig (P<0.001)

Meperidin HCl'in 250 pg/mL dozunda kuyruk uzunlugunda anlaml bir fark

gozlemlenmezken, 500 pg/mL ve tlizeri dozlarda istatistiki olarak anlamli
farklar gozlemlenmistir (** P<0.01, *** P<0.001).

- Doz arttik¢a kuyruk uzunlugunda belirgin bir artig goriilmektedir.

Kuyruk uzunlugu, DNA kiriklarinin sayisin1 ve DNA'nin ne kadar hasar gordiigiinii

gosterir. H202 pozitif kontrol olarak kullanildiginda kuyruk uzunlugunda belirgin bir artis

gostermistir, bu da yaygin DNA hasarin1 gosterir. Meperidin HCl'in 250 pg/mL dozunda

kuyruk uzunlugunda anlamli bir artis gézlemlenmemistir, ancak 500 pg/mL ve iizeri
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dozlarda anlaml artislar gézlemlenmistir. Bu, daha yiliksek dozlarin daha fazla DNA

hasarina neden oldugunu gostermektedir.
Kuyruk yogunlugu i¢in bakildiginda;

- H20; pozitif kontrol olarak kuyruk yogunlugunda anlamli bir artis (P<0.001)

gostermistir.

- Meperidin HCl'in 250 pg/mL dozunda kuyruk yogunlugunda anlamli bir fark
gbzlemlenmezken, 500 pg/mL ve tizeri dozlarda istatistiki olarak anlamli
farklar gozlemlenmistir (** P<0.01, *** P<(0.001).

- Doz arttik¢a kuyruk yogunlugunda belirgin bir artig goriilmektedir.

Kuyruk yogunlugu, DNA'nin ne kadarinin hasar gordigiinic ve kuyrukta
toplandigini gosterir. H2O2 pozitif kontrol olarak kuyruk yogunlugunda belirgin bir artis
gostermistir. Meperidin HCl'in 250 pg/mL dozunda anlamli bir fark gozlemlenmemisken,
500 pg/mL ve tizeri dozlarda anlamli artiglar gézlemlenmistir. Bu, daha yiiksek dozlarin
daha fazla DNA hasarina neden oldugunu ve DNA'min biiyiik bir kismmin kuyrukta

toplandigini gosterir.
Kuyruk momenti i¢in bakildiginda;

- H202 pozitif kontrol olarak kuyruk momentinde anlamli bir artig (P<0.001)

gostermistir.

- Meperidin HCl'in 250 pg/mL dozunda kuyruk momentinde anlamli bir fark
gozlemlenmezken (* P<0.05), 500 pg/mL ve iizeri dozlarda anlamli farklar

gbzlemlenmistir (* P<0.05, *** P<0.001).
- Doz arttik¢a kuyruk momentinde belirgin bir artig goriilmektedir.

Kuyruk momenti, hem kuyruk uzunlugunu hem de yogunlugunu birlestirerek genel
DNA hasarini1 degerlendirir. H2O> pozitif kontrol olarak kuyruk momentinde belirgin bir
artis gostermistir. Meperidin HCl'in 250 pg/mL dozunda kuyruk momentinde anlamli bir
fark gézlemlenmemisken, 500 pg/mL ve lizeri dozlarda anlamli artiglar gézlemlenmistir.
Bu, DNA hasarinin hem yaygin hem de siddetli oldugunu ve daha yiiksek dozlarin DNA

tizerinde daha ciddi hasarlara neden oldugunu gdsterir.
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Meperidin HCl'in 250 pg/mL dozunda kuyruk uzunlugu ve kuyruk yogunlugu
parametreleri  agisindan  spontan ile karsilastirildiginda anlamli  bir  fark
gbzlemlenmezken, kuyruk momentinde anlamli fark gézlemlenmistir. Meperidin HCl'in
500 pg/mL ve lizeri dozlarinda kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti
degerlerinde anlamli artiglar gozlemlenmistir. Bu parametrelerdeki artiglar, DNA'nin
yapisal biitlinliigiiniin bozuldugunu ve hiicrelerin genetik materyallerinde ciddi hasar
meydana geldigini gostermektedir. Doz arttikca DNA hasarmmi gosteren bu
parametrelerde belirgin artislar gozlemlenmektedir, bu da Meperidin HCl'in DNA

hasarini artirma potansiyelini gostermektedir.

Gorsel 4.4. Negatif kontrol insan periferik lenfosit hiicreleri (40X)
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Gorsel 4.5. 1 saat boyunca 250 uM Meperidin HCI dozu ile muamele edilen insan periferik lenfosit
hiicreleri (40X)

Gorsel 4.6. 1 saat boyunca 500 uM Meperidin HCI dozu ile muamele edilen insan periferik lenfosit
hiicreleri (40X)
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Gorsel 4.4 ve Gorsel 4.5’te Negatif kontrol ve 250 uM Meperidin HCI dozu ile
muamele edilen hiicrelerde minimal DNA hasar1 gozlemlenmektedir. Gorsel 4.6’da ise

500 uM Meperidin HCI dozu ile muamele edilen hiicrelerde daha belirgin DNA hasari

gozlemlenmektedir.

Sekil 4.12, 4.13, 4.14°e bakildiginda; Meperidin HCI dozlar1 ile muamele edilen
hiicrelerde kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti degerleri doz arttik¢a
artis gostermektedir. Bu sonuglar, Meperidin HCl'in DNA hasarina neden olabilecegini
ve bu etkinin doz bagimli oldugunu gostermektedir. Ozellikle 500 pg/mL ve iizeri

dozlarda, DNA hasar1 6nemli 6lgiide artmaktadir.
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Sekil 4.12. Meperidin HCI dozilar ile 1 saat muamele edilen periferik lenfosit hiicrelerindeki kuyruk
uzunluk degerleri
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Meperidin HCI
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Sekil 4.13. Meperidin HCI dozlari ile 1 saat muamele edilen periferik lenfosit hiicrelerindeki kuyruk
yogunluk degerleri
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Sekil 4.14. Meperidin HCI dozlari ile 1 saat muamele edilen periferik lenfosit hiicrelerindeki kuyruk
momenti degerleri
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5. TARTISMA VE SONUC

Midazolam ve Meperidin HCI, klinik uygulamalarda yaygin olarak kullanilan iki
farkli anestezik ilag olup, midazolam benzodiazepin sinifina ait sedatif, anksiyolitik ve
antikonviilzan etkileri ile, Meperidin ise bir opioid analjezik olarak agr1 kesici 6zellikleri
ile bilinir. Bu ¢alismada, Midazolam ve Meperidin'in genotoksik etkileri insan periferik
lenfosit hiicrelerinde mikroniikleus ve Comet testleri ile degerlendirilmistir. Midazolam
(100, 200, 300 ve 400 pg/mL) ve Meperidin HCI’in de farkli konsantrasyonlarda (250,
500, 750 ve 1000 pg/mL) uygulanmasi sonrasi, 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siireleri
sonunda yapilan mikroniikleus ve Comet testlerinde kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu
ve kuyruk momenti parametreleri analiz edilmistir. Meperidin'in 500 pg/mL ve iizeri
dozlarinda kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momentinde anlamh artiglar
(**P<0.01, ***P<0.001) gézlemlenmis olup, bu DNA kiriklarinin ve hasarin belirgin bir
gostergesi olarak ortaya c¢ikmaktadir. Midazolam'da da benzer dozlarda genotoksik
etkiler gézlenmis ancak Meperidin HCl'in daha diisiik dozlarda bile genotoksik etki
gostermesi, bu ilacin DNA {izerindeki potansiyel zararli etkilerinin midazolamdan daha
belirgin olabilecegini diisiindiirmiistiir. Literatiirde Midazolam'in sedatif ve anksiyolitik
etkileri cerrahi Oncesi anksiyetenin azaltilmasinda, Meperidin HCl'in ise analjezik
ozellikleri postoperatif agr1 yonetiminde 6nemli bir rol oynamaktadir (Brown vd., 2019).
Ancak, Meperidin HCl'in disiik dozlarda bile genotoksik etki gostermesi, klinik
kullanimda  potansiyel genotoksik risklerinin dikkate alinmasi1 gerektigini
vurgulamaktadir. Midazolam ise genotoksik etkilere neden olsa da bu etkilerin daha
yiiksek dozlarda ortaya ¢ikmasi, ilacin daha giivenli bir profil sundugunu gostermektedir.
Bu sonuglar, her iki ilacin da yiiksek dozlarda genotoksik etki gosterebildigini ancak
meperidin'in daha diisiik dozlarda bile bu etkilere neden olabilecegini gostermektedir.
Klinik uygulamalarda hastanin genel durumu ve ihtiyaglar1 dogrultusunda ilag se¢imi
yapilirken, bu genotoksik risklerin de degerlendirilmesi onemlidir. Literatiire gore
Midazolam ve Meperidin HCI'in anestezik etkilerinin yani sira genotoksik profilleri, ilag
secimi ve doz ayarlamalar1 agisindan dikkate alinmasi gereken onemli faktorlerdir
(Murthy & Patel, 2020; Creeley vd., 2013). Literatiirde Midazolam’1n sitotoksisite etkisi,
HSC-2 ve HSC-4 oral skuamdz hiicre karsinomu hiicre hatlarinda doz-bagimli olarak
incelenmistir. Midazolam, hiicrelerde nekroz benzeri bir hiicre 6liimiine neden olmus, ancak

apoptotik 6zellikler gostermemistir. Kullanilan midazolam dozlari; 60 uM, 120 uM, 240 uM
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dozlarinda incelenmistir. 75 pM, mitokondri sismesi baslamis; daha yiiksek
konsantrasyonlarda (150 ve 300 M) mitokondriyal hasar ve plazma membran bozulmasi
gibi daha siddetli hiicresel hasarlar gozlenmistir. Sonug olarak, benzodiazepinler 6zellikle
midazolam ve benzadiazepam, tiopental ve tiyamilal ile karsilastirildiginda belirgin

sekilde daha yiiksek sitotoksisite sergilemistir (Ohno vd., 2012).

Haller ve arkadaslarimin (2024) yapmis oldugu bir ¢alismada, yogun bakim
tinitelerinde sik kullanilan sedatif ve opioid ilaglarin, 6zellikle midazolam, propofol, s-
ketamin, thiopental, fentanyl, remifentanil ve sufentanil gibi ilaclarin hepatotoksik
etkilerini incelemektedir. Hepatotoksisite, kritik hastalarda ozellikle yiiksek dozda ve
uzun siireli kullanimda artan bir risk olusturabilir. Midazolam’in hepatotoksik etkileri,
HepG2/C3A hiicre hatti iizerinde in vitro olarak incelenmistir. Midazolam, klinik olarak
anlamli maksimum plazma konsantrasyonu (Cmax: 300 ng/mL), 5 kat Cmax (1500
ng/mL) ve 10 kat Cmax (3000 ng/mL) dozlarinda uygulanmistir. Midazolam,
mitokondriyal enzim aktivitesinde azalmaya neden olarak hepatositlerin mitokondriyal
fonksiyonunu olumsuz etkilemistir. Bununla birlikte, midazolamin hiicre sayisi, LDH
salinimi1 veya albiimin sentezi tizerinde belirgin bir toksik etki gdstermedigi bulunmustur.
Midazolam, CYP1A2 enzim aktivitesini diisiirmiis, ancak plazmada yapilan testlerde
mitokondriyal fonksiyon ve hiicre canliliginda anlamli bir bozulma gdzlenmemistir.
Sonu¢ olarak, midazolamin yiiksek dozlarda bile belirgin bir hepatotoksisite
gostermedigi, ancak mitokondriyal fonksiyon iizerinde olumsuz etkiler yapabilecegi, bu
nedenle 6zellikle uzun siireli veya yiiksek doz kullaniminda dikkatle izlenmesi gerektigi
belirtilmektedir (Haller vd., 2024). Bir baska c¢alismada ise meme cerrahisi gegiren
yiiksek riskli kadin hastalarda, midazolamin antiemetik etkisi incelenmistir.
Deksametazon (4 mg) ve ondansetron (4 mg) ile diisiik doz midazolam (0.04 mg/kg,
maksimum 2 mg) kombinasyonu kullanilmis ve bu protokol, yiiksek doz deksametazon
(8 mg) ve ondansetron ikilisiyle karsilagtirilmistir. Sonuglara gore, midazolam
eklenmesiyle ameliyat sonras1 bulant1 ve kusma (PONV) insidans1 ilk 24 saatte %35°ten
%22’ye diismiistiir. Ancak, midazolam grubunda erken postoperatif donemde daha
yuksek sedasyon seviyeleri ve g6z ag¢ma ile ekstiibasyon siliresinde uzama

gozlenmistir (Mingvoramethakul vd., 2024).

Bu calismada, Midazolam ve Meperidin'in genotoksik etkileri, hiicre proliferasyonu
ve mikroniikleus olusumu tizerindeki etkileri de detayl bir sekilde karsilastirilmistir. Her
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iki ilacin da doz bagimli olarak DNA hasarini artirdigr goriilmiistiir. Midazolam'm diisiik
dozlarda (100 pg/mL) MN olusumu iizerinde anlamli bir etkisi gézlemlenmezken, hiicre
proliferasyonunu 6nemli Olgiide azalttig1 belirlenmistir. Ancak, daha yiiksek dozlarda
(200-400 pg/mL) hem MN olusumu hem de hiicre proliferasyon indeksi (CPI)
degerlerinde anlamli degisiklikler meydana gelmistir. Ozellikle 200 pg/mL ve iizeri
dozlarda DNA hasarinin 6nemli dl¢lide arttigi gorilmistiir. Elde edilen bu verielr,
Midazolam'in yiiksek dozlarda genetik materyalde hasara neden olabilecegini ve bu
etkinin doz bagimli oldugunu gostermektedir. Meperidin HCI'in 250 pg/mL dozunda,
DNA hasar parametrelerinden kuyruk uzunlugu ve kuyruk yogunlugu agisindan anlaml
bir fark gozlemlenmezken, kuyruk momenti parametresinde anlamli bir fark
bulunmustur. 500 pg/mL ve lizeri dozlarda, tiim DNA hasar parametrelerinde (kuyruk
uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti) anlaml artislar gézlemlenmistir. Bu,
Meperidin'in daha yiiksek dozlarda DNA'nin yapisal biitiinliigiinii bozarak ciddi hasarlara
neden oldugunu gostermektedir. Literatiirde, Midazolam ve Meperidin'in genotoksik
etkileri lizerine yapilan ¢alismalar bu bulgularla uyumludur. Liu ve arkadaslar1 (2020),
genel anesteziklerin ndrotransmitterlerle etkilesime girerek merkezi sinir sistemini
etkiledigini ve genotoksik etkilerinin olabilecegini belirtmistir (Liu vd., 2020). Ayrica,
Vutskits ve arkadaslar1 (2005), genel anesteziklerin GABA reseptorleri araciligiyla
genotoksik etkilere neden olabilecegini vurgulamistir (Vutskits vd., 2005). Bu bulgular,
Midazolam ve Meperidin HCl'in yiiksek dozlarda genotoksik potansiyele sahip oldugunu
ve bu etkinin klinik kullanimda dikkate alinmasi gerektigini gdstermektedir. Ozellikle
cerrahi ve tibbi prosediirlerde bu ilaglarin doz ayarlamalarina dikkat edilmesi, genotoksik

etkilerin minimuma indirilmesi agisindan 6nem kazanmaktadir.

Literatiirde ise yapilmis bir ¢alismada Midazolam’in intranazal uygulamasinin
siganlarda burun mukozas: tizerindeki sitotoksik etkileri detayl olarak incelenmistir.
Deneyde 40 sigan bes gruba ayrilmistir: kontrol grubu, intranazal salin alan grup,
intranazal midazolam alan grup, intraperitoneal salin alan grup ve intraperitoneal
midazolam alan grup. Intranazal ve intraperitoneal midazolam gruplarina 200 mg/kg
dozunda midazolam uygulanmistir. Calismanin sonuglarina gore, intranazal midazolam
uygulanan grupta hiicre proliferasyonunu gésteren apoptoz belirteci olarak kullanilan p53
degeri, kontrol ve salin gruplarina kiyasla anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Bu,

intranazal midazolamin burun mukozasinda hiicre ¢gogalmasini ve apoptozu artirdigini
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gostermektedir. Ayn1 grupta, mukozal inflamasyon seviyesi de diger gruplara gore
anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Ote yandan, subepitelyal 6dem ve siliyum kaybi

acisindan gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamustir (Ozbay vd., 2008).

Midazolam, yiiksek dozlarda kuyruk uzunlugunda belirgin bir artisga neden
olmustur. Bu durum, ilactn DNA kiriklarina yol acarak hiicresel hasari artirdigini
gostermektedir. Kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti degerleri de midazolamin
genotoksik potansiyelini desteklemektedir. Bu bulgular, literatiirde de yer almaktadir.
Ornegin, Schifilliti ve arkadaslari (2021) midazolamin uzun siireli kullaniminin nérolojik
yan etkilerle iligkili olabilecegini vurgulamislardir. Ayrica, Midazolam’m GABA A
reseptor kompleksi araciligiyla hiicresel hasart artirdigi ve bu mekanizmanin ilacin

genotoksik etkilerinde rol oynadigi belirtilmistir (Hughes vd., 2021).

Meperidin HCI ise Midazolam’dan farkli olarak hem kuyruk uzunlugunda hem de
kuyruk yogunlugunda artisa yol agmistir. Bu durum, meperidinin DNA hasarina neden
oldugunu ve bu hasarin hiicresel diizeyde énemli oldugunu goéstermektedir. Bu bulgular,
meperidinin DNA hasarina yol acabilecegini ve bu durumun ilacin yiliksek dozlarda veya
uzun sitireli kullaniminda ©nemli olabilecegini gostermektedir. Her iki ilacin
karsilastirmali analizi, Midazolam’in genotoksik etkilerinin 6zellikle yiiksek dozlarda
belirgin oldugunu, Meperidin HCI’in ise genotoksik etkilerinin hem doz bagimli hem de
hiicresel diizeyde 6nemli oldugunu ortaya koymaktadir. Midazolam’in kisa yar1 dmrii ve
hizli etkisi, cerrahi ve tanisal prosediirlerde tercih edilmesini saglarken, Meperidin HCI’in

genotoksik etkileri, ilacin kullaniminda dikkatli olunmasi gerektigini gostermektedir.
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