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Yiiksek Lisans Tezi

DEXKETOPROFEN TROMETAMOLUN GENOTOKSIK ETKILERININ
INSAN LENFOSIT HUCRELERINDE IN VITRO OLARAK ARASTIRILMASI

Merve KILIC
Biyoloji Anabilim Dal
Anadolu I"Jniversitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, 2018

Danisman: Do¢.Dr. Berrin Ayaz TUOYLU

NSAID(non-steroid  anti-enflamatuar  ilaglar)’lar  analjezik,  antipiretik,
antienflamatuar etkili ilaglardir. Dexketoprofenler de NSAID ailesi iiyesinden olup, kas-
iskelet, dismenore, bas ve dis agrilarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu ¢aligmada,
agr1 kesici ilaclarda etken madde olarak kullanilan dexketoprofen trometamol’iin, saglikli
insan lenfosit hiicreleri tizerindeki heniiz ¢ok iyi bilinmeyen genotoksik etkileri in vitro
tekniklerle arastirilmistir. Bu amacla, Sitokinez Bloklama Mikronuklues (CBMN)
teknigi, Comet yontemi ve Gergek Zamanli Ters Transkripsiyon Polimeraz Zincir
Reaksiyon Panel Sistemi (RT?- PCR Assay) uygulanmastir.

Elde edilen bulgularda; ilag etken maddesi Dexketoprofen trometamol, 750,1000
png/mL ve daha yiiksek dozlarda saglikli insan lenfosit hiicreleri iizerinde toksik etkiler
olusturmus, 750 ve 500 pg/ml’lik maruziyetlerde ise mikronukleus olusumunu
indiikleyerek, klastojenik bir aktivite gostermistir. Etken madde, ayn1 zamanda
1000,500,250 ve 100 pg /mL doz araliginda, Comet parametrelerinden; DNA kuyruk
uzunlugu ve yogunlugu degerlerini, spontan degerlere gore istatistiksel olarak oldukca
anlaml diizeyde yiikselterek, iplik kirilmalar1 seklinde DNA hasarlarina yol agmaistir.
Diger yandan 750 ve 100 ng/mL dexketoprofen trometamol uygulanan insan lenfosit
hiicrelerinde, DNA hasar sinyal yolagi plakasinda yer alan XPC, XRCC6 ve PNKP
genlerinin ifade diizeylerinin 6nemli 6l¢iide artti1 tespit edilmistir. S6zii edilen deney
bulgularina gore, dexketoprofen trometamol’lin, saglikli insan lenfosit hiicreleri izerinde,
in vitro kosullarda, doza ve siireye bagh olarak; sitotoksik, sitostatik ve genotoksik
etkilere sahip olabilecegi sonucuna varilmistir. Bu sonucun benzer ya da daha ileri
caligmalarla desteklenmesi ongdriilmektedir.

Anahtar Sézciikler: insan lenfositleri, CBMN yéntemi, Comet testi, Realtime-PCR,
Dexketoprofen trometamol.



ABSTRACT

Master of Science Thesis

INVESTIGATION OF GENOTOXIC EFFECTS OF DEXKETOPOFEN
TROMETAMOL, ON HUMAN CELLS, iN VITRO

Merve KILIC
Department of Biology
Anadolu University, Institute of Science and Technology, 2018

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Berrin Ayaz TOYLU

Non-steroid anti-inflammatory drugs (NSAIDs) have analgesic, antipyretic and
anti-inflammatory effects. Dexketoprofen belongs to NSAIDs family, which is widely
used in musculoskeletal pain, dysmenorrhea, headache and toothache. In this study, we
investigated poorly known genotoxic effects of dexketoprofen trometamol, used as drug
substance in analgesic drugs, on healthy human lymphocytes in vitro. Cytokinesis block
micronucleus (CBMN) assay, Comet assay and real-time reverse transcription
polymerase chain reaction (RT-PCR) assay were employed. In the study, dexketoprofen
trometamol exerted toxic effects on healthy human lymphocytes at the doses of 750
pug/mL, 1000 pg/mL and >1000 pg/mL and showed clastogenic activity at exposures to
750 pg/mL and 500 pg/mL by inducing micro-nucleus formation. In Comet parameters,
drug substance also led DNA damage in the form of strand break by significantly
increasing tail length and density of DNA at the dose range of 1000, 500, 250 and 100
pg/mL compared to spontaneous values. On the other hand, it was also found that
expressions of XPC, XRCC6 and PNKP genes located on the plate of DNA damage
signaling pathway were markedly increased in human lymphocytes treated with 750 and
100 pg/mL dexketoprofen trometamol. Based on the experimental results, it was
concluded that dexketoprofen trometamol may have dose- and time-dependent cytotoxic,
cytostatic and genotoxic effects on healthy human lymphocytes in vitro. We think that
these findings should be supported similar or further studies.

Keywords: Human lymphocytes, CBMN Assay, Comet assay, Realtime-PCR,
Dexketoprofen trometamol.



TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim boyunca bilgi ve tecriibesini benimle paylasan, sabirla
destegini, anlayisini ve sevgisini hi¢ esirgemeyen degerli danisman hocam Sayin Dog.
Dr. Berrin Ayaz TUYLU ye,

Laboratuvar ¢alismalarim boyunca benden yardimlarini esirgemeyen ve daima
yanimda olan Dr. Devrim GUZEL BAYULKEN, Dr. Giilsiim Handan SINAN, Reyhan
VAROL, Oguzhan KARAOSMANOGLU, Emine ERDAG’a

Bu caligmalar o olmasaydi bitmezdi dedigim, laboratuvarda beraber sabahladigim,
her daim yanimda olan, asla deste§ini esirgemeyen, hep yiiziimii giildiiren canim
arkadagim Miislime YAVUZ’a

Tezimin siirdiiriilebilmesinde biiyiik katkilarin1 ve destegini gordiiglim Murat
KAYA’a

Tim c¢aligmalarim boyunca desteklerini ve bilgilerini asla esirgemeyen, daima
anilarimda giizel hatirlanacak olan sevgili laboratuvar arkadaglarima,

Bu tezin bitmesini en ¢ok isteyen ve bekleyen, her kosulda beni hep destekleyen,
hakkini asla 6deyemeyecegim canim babaannem merhume Sariye SAHINER e

Ve son olarak egitimim boyunca maddi ve manevi her tiirlii destek olan, evlatlar
olmaktan biiylik gurur ve mutluluk duydugum ANNEM ve BABAMA, tiim bu zahmetli
stire¢c boyunca her tiirlii sabirla bana yardimer olan ve motive eden sevgili esim Recai

Ozgiir KILIC a

En icten tesekkiirlerimi ve siikranlarimi sunuyorum.

MERVE KILIC



06/04/2018

ETiK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak {izere tiim agamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu c¢alisma kapsaminda elde edilemeyen tiim veri ve bilgiler i¢in
kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi; bu ¢calismanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanmlan “bilimsel intihal tespit programiyla tarandigmi ve
hicbir sekilde “intihal icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢aligmamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuglara razi oldugumu bildiririm.

Merve KILIC

Vi



ICINDEKILER

Sayfa

BASLIK SAYFASI ...ttt i
JURI VE ENSTITU ONAY L...oiiiiiiiiiiieiieiseesses s i
OZET ... 11l
AB ST RACT bbbttt iv
TESEKKUR ..ottt sttt ettt e et e e n e neeeeeees v
ETIK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI ........ccccoconiinnnnns Vi
ICINDEKILER .......ooioiiiieeeeeee ettt vii
SEKILLER DIZINI .......c.cooiviiiiieeeceeeeeeeeeee e Xii
TABLOLAR DIZINI ......oovoiiiiiiiiieess s Xiv
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI .......ccccoovniiiiiiieeecee, XV
R € 0 21 £ 1
2. GENEL BILGILER ........cccooiitiiiiiniinieesieses s 4
2.1, AZIININ TANIMNLc.eiiiiiiiiiieee e sne e 4
2.2. Agrinin SINtflandirtlmast ......oecveiieiieiiiee s 4
221. Siiresine gore agr1 siniflandirtlmast ........ccoccooveiiiiiiiiii, 4

222. Kaynaklandig1 bolgeye gore agri siniflandirilmast.........ccoooveiiiiiinennn, 5

223. Mekanizmalarina gore agri siniflandirtlmast ..........ooeeevvinieiiicnnens 3)

2.3, AZI1 NOTOTIZYOIOJIST..veeuviiiiiiiiiiiiie it 6
2.4. Non-Steroidal Antiinflamatuar Ilaglar...................coooiiiiiiiiiiiiin, 7
24.1. NSAIi( Non-Steroidal Antiinflamatuar ilag)’lerin etki mekanizmast.....7

242, NSAI’lerin smiflandirilmast .........cccoovevreeeeierieieeeeeeseeeceeie e 9

243, DEXKEtOPIOTEN......ooivieie et 10

244. Dexketoprofen trometamol ...........ccooieiiiiii i 11

245.  Dexketoprofen trometamol ile ilgili calismalar ............ccoooveviiiiiiinne 12

2.5. Calismada Kullanilan Genotoksisite Testleri................cooveiiiiiiiiinnn..... 14
251. Sitokinez Bloklama mikronukleus yontemi ( CBMN) ..........ccccceenee 14

252, COMET YONtEMI.....eiiviiiiiiiiiiiiiiiiesie e 15

253, Realtime PCR ... 17

3. MATERYAL VE METOT ...ttt 18
TN R - 11 V7 | SRS 18

vii



3.2.

3.3.

3.4.

(08 2\ |V I (TR 18

321, CBMN yonteminde kullanilan deney ekipmanlar1 ve kimyasallar ...... 18
322 Test maddesinin ve dozlarin hazirlanmast ...........ccccecvvercincicnccnnnn 19
323, Lenfosit KUITUIT . ....ccooveiiiiiiiiieeee s 19
324. Test maddesinin UygUlANMAST ........cccveiviiiiiiiiiiieeee e 19
325, Lenfosit iZOIaSYONU .......cccviieeiiieie e 19
326. Preperatlarin hazirlanmasi.........coccovveiiiiiiicniiecee e 20
32.7.  Preperatlarin boyanmast .........cccccoevveiiiiiieiiiiie e 20
328. CBPI( Hiicre proliferasyon indeksi) saptanmasi...........cccocvevvrveneenns 21
329, MikronuKIeus SAYIMI.......ccueiiuieiiiiiieiieiie e 21
COMET TOSTE ettt ettt 21
331 Comet testinde kullanilan ekipmanlar ve kimyasallar .................co...... 21
332 Comet testi i¢in dozlarin belirlenmesi..........cccooveieriiieiieiiin e, 22
333, Lenfosit iZOIaSYONU .......cccviiieiiicie e 22
334.  Tripan mavisi ile canlilik teSti........ocvveriiiirieriiieiicee e 23
335.  Mikroskop lamlarinin hazirlanmasi ..........cccccoviiiiiiiiiie 23
336. Soliisyonlarin hazirlanmast ...........cccceeeiiieiieniniieee e 24
337 LIZES oot 24
338, EIEKLrofOrez.......ccooiiiiiiiicc 25
339, NOLraliZasyomn ......cccoceiiiiiiiiiiiiiiie e 25
3310. DNA’nin boyanmasi ve cometlerin goriintiilenmesi............ccocevvennene 25
3311 Istatistiksel ANAlZ .......ccvvvivevireriicieieicie e, 25
Real TImMe PCR TES .....ccviiiiiiieice e 25
341 Real time PCR’da kullanilan ekipman, kimyasal ve ticari kitler ......... 26
342, Lenfosit iZOIaSYONU ........cccoiiiiiiiiiiiieie s 26
343, Madde MATUZIYELE.....cceeieeiiiie e 27



4.

5.

344, RNAGZOIASYONU ...ooviiiiiiiiiiccie s 27

345. ¢ DNA sentezi ve gergek zamanli PCR............cccoovveiiiiniiciiccieee 28
346. Real time PCR @NalIZi .......ccooiiiiiiiiiccec e 29
BULGULAR .ttt ettt 31
4.1. Dexketoprofen Trometamoliin Mikronukleus Olusumu ve Hiicre Proliferasyon
UZErNE BIKIST ...cvcvviicececveieieccece ettt 31
4.2. Dexketoprofen Trometamoliin DNA Hasar1 Uzerine EtKiSi.........ccccvevevevennne. 39
4.3. Dexketoprofen Trometamoliin DNA Hasar Yologiyla flgili Genlerde
Anlatimmin Gergek Zamanli RT-PCR Ile ANaliZi........cccoovovveevevecerenieennen. 44
TARTISMA SONUCQC .....ooiiiiiiiiieeie ettt eae e sseeaesneesreeneeas 48
KAYNAKCA
EK
OZGECMIS

Xi



Sekil 2.1.
Sekil 2.2.
Sekil 2.3.
Sekil 2.4.
Sekil 3.1.
Sekil 4.1.
Sekil 4.2.
Sekil 4.3.
Sekil 4.4.
Sekil 4.5.

Sekil 4.6.

Sekil 4.7.

Sekil 4.8.

Sekil 4.9.

Sekil 4.10.

Sekil 4.11.

SEKILLER DiZiNi

Sayfa
AZr1 OlUSUM STIECIETT . eevviiiiiiiiiiiiie s .6

COX-1 ve COX-2 enzimlerinin bulunduklari1 dokular ve fonksiyonlari ... .9

Dexketoprofenin agik kimyasal formuilii ...........ccoovviiiiiiiiiiiiic, 11
Dexketoprofen trometamoliin kimyasal yapis1 .......cccevvvvveiivieniieeiiinesninnn, 11
Gergek zamanli RT-PCR termal profili ... 30
Mikronukleus bi nukleat hiicre (40X)......coovvviiiiiiiniiieniiie e 32
Tek mikronukleuslu ¢ok gekirdekli hiicre (40X) .....cocvvviveeriiriieiiienienienne 32
Tek ¢ekirdekli, iki ¢ekirdekli ve ¢ok ¢ekirdekli hiicre (40X) ......covvvvennneen. 33
Dexketoprofen trometamoliin ortalama MN sayist lizerine etKisi ............. 39

Dexketoprofen trometamoliin ortalama CBPI degerleri lizerine etkisi...... 39

Farkli dozlarda dexketoprofen trometamol ile 1 saat muamele edilmis insan
periferal lenfositlerindeki DNA hasarinin kuyruk uzunlugu ve kuyruk

yogunlugunun kontrol ile karsilastirtlmast .........ccccevoeiiieiiniiiiieen, 41
Kontrol grubunda degerlendirmeye alinan hiicreler (40X)..........cccevevernene 42

Dexketoprofen trometamoliin 1000 pg/mL dozundal saat muamele edilmis
insan periferal lenfositlerinde DNA hasarinda degerlendirmeye alinan
RGCTEIET (B0X) .ttt 42

Dexketoprofen trometamoliin 500 ug/mL dozundal saat muamele edilmis
insan periferal lenfositlerinde DNA hasarinda degerlendirmeye alinan
RGCTEIET (B0X) .ttt bbb 42

Dexketoprofen trometamoliin 250 pg/mL dozundal saat muamele edilmis
insan periferal lenfositlerinde DNA hasarinda degerlendirmeye alinan
NGCTEIET (B0X) .ttt bbbt 43

Dexketoprofen trometamoliin 100 pg/mL dozundal saat muamele edilmis
insan periferal lenfositlerinde DNA hasarinda degerlendirmeye alinan
LT Te3 e 1< 20 TSR 43

Xii



Sekil 4.12.

Sekil 4.13.

Sekil 4.14.

Sekil 4.15.

Sekil 4.16.

Sekil 4.17.

Dexketoprofen trometamoliin H202 ile 1 saat muamele edilmis insan

periferal lenfositlerinde DNA hasarinda degerlendirmeye alinan hiicreler 43
DNA hasar yolaginda yer alan genlerin plakadaki yerleri..........cccccvevnneen. 44

Birinci donériin lenfosit hiicrelerine uygulanan 750 pg/mL etken maddenin

gen seviyelerinde meydana getirdigi €tki........ccovervivieiieeieiiesiese e 45

Ikinci donériin lenfosit hiicrelerine uygulanan 750 pg/mL etken maddenin

gen seviyelerinde meydana getirdigi €tki...........coovriririiiieiciinccse 45

Birinci dondriin lenfosit hiicrelerine uygulanan 100 pg/mL etken maddenin
gen seviyelerinde meydana getirdigi etki...........covvririniinieniiencese 46

Ikinci donériin lenfosit hiicrelerine uygulanan 100 ug/mL etken maddenin

gen seviyelerinde meydana getirdigi €tki.........ccocvvvvririiniininieienc e 46

Xiii



Tablo 2.1.

Tablo 2.2.

Tablo 2.3.

Tablo 2.4.

Tablo 4.1.

Tablo 4.2.

Tablo 4.3.

Tablo 4.4.

Tablo 4.5.

Tablo 4.6.

TABLOLAR DiZiNi

Sayfa
AZrinin sSIIflandirilmast.......ocveeiiiieiiieii 4
NSAIil’lerin yarilanma dmiirlerine gore smiflandirilmast ........coccvveeeeeneee. 9
NSAIil’lerin COX segiciligine gore sniflandirilmast .............ocevercvereennn, 9
NSAII’lerin kimyasal yapilarina gore smiflandirtlmast ...........cc.ocevevneens 10

Birinci dondrden saglanan lenfosit hiicrelerinin, dexketoprofen
trometamol ile 24 ve 48 saat muamelesi sonucu elde edilen MN ve
CPI AEGRIICTI ...t 34

Ikinci dondrden saglanan lenfosit hiicrelerinin, dexketoprofen
trometamol ile 24 ve 48 saat muamelesi sonucu elde edilen MN ve
CPIAEZETICT .. 35

Ugiincii dondrden saglanan lenfosit hiicrelerinin, dexketoprofen
trometamol ile 24 ve 48 saat muamelesi sonucu elde edilen MN ve
CPIAEZETICT .. 36

Dordiincii dondrden saglanan lenfosit hiicrelerinin, dexketoprofen
trometamol ile 24 ve 48 saat muamelesi sonucu elde edilen MN ve
CPIAEZETICT .. 37

Insan lenfosit hiicrelerinde, dexketoprofen trometamoliin 24 ve 48 saat

muamelesi sonucu elde edilen ortalama MN ve CPI degerleri................. 38

Dexketoprofen trometamoliin tiim dozlarinda 1 saat muamele edilmis insan

periferal lenfositlerinde DNA hasart..............c.ooooiiiiiiiiiiiiiiinnn 40

Xiv



DMSO
MN
NSAI
NSAID
CBMN
IASP
MSS
COX
Cyt-B
HNO3
KCI
ANOVA
CBPI
RT2- PCR

SMART
PCR

RAPD

ng
mL

LDso

SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

- Dimetilsiilfoksit

: Mikroniikleus

: Non-Steroid anti-inflamatuar

: Non-Steroid anti-inflamatuar ilag
: Sitokinez Bloklama Mikronukleus
: Uluslararas1 Agr1 Calisma Birligi
: Merkezi sinir sistemi

: Siklooksijenaz

: Sitokalasin

> Nitrik asit

: Potasyum kloriir

: Varyans analizi

: Hiicre Proliferasyon indeksi

: Gergek Zamanli Ters Transkripsiyon Polimeraz

Zincir Reaksiyon Panel Sistemi

: Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi

: Polimolimeraz zincir reaksiyonu

: Rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA
: Mikrogram

> Mililitre

: Mikrolitre

: %50 Letal Doz

XV



1. GIRIS

Agri, latincede ceza, intikam, iskence anlamindaki poena sézciigiinden kdken alan
ve tanimi olduk¢a gii¢ olan bir kavramdir. Uluslararasi Agri Calismalar1 Birligi
(International Association for the Study of Pain, IASP) agriy1r viicudun herhangi
bolgesinde hissedilen, organik bir nedene bagli olan veya olmayan, kisinin ge¢misteki
deneyimleri ile ilgili, duyusal, emosyonel, hos olmayan bir duygu deneyimi ve davranis
sekli olarak tanimlamistir (Aydinli, 2005). Gliniimiizde agri, viicut sicakligi, nabiz,
solunum ve kan basincina ek olarak besinci vital bulgu olarak kabul edilmektedir (Keskin,
2014).

Agrt her zaman i¢in O6zneldir. Bu nedenle algilanmasi kisiden kisiye biiylik
farkliliklar gosterebilir. Objektif uyaranlarin yani sira bireysel 6zellikleri bireyin agriya
yanitinda 6nemli rol oynar. Bu ylizden agrili bir uyarana kars1 yanitta kisiden kisiye
farkliliklar goriiliir. Agr1 ¢ok boyutlu bir deneyimdir; norofizyolojik, psikolojik,
biyokimyasal, etnokiiltiirel, dinsel, bilissel, ruhsal ve gevresel bir durumdur (Ozyalgin vd.
2005).

Agn olay1; agrinin duyulmasi (duyusal), algilanmasi (kognitif) ve agriya yanit
(efektif) komponentlerini igerir. Agrinin kaba sekilde algilanmasi hipotalamusta, tam
algilanmasi ise parietal kortekste olur. Agri duyuldugunda, her biri koruyucu amach
istemli veya istemsiz motor yanitlar olusur (Dikici vd. 2012).

Glintimiizde ¢ok cesitli agr1 oldugu gibi buna uygulanan tedavi yontemleri de
cesitlilik gostermektedir. Bu amacla agriy1 dindirmek i¢in lokal anestezikler, opioidler,
nonsteroid antiinflamatuarlar gibi pek ¢ok ilag kullanilmaktadir (Hacibeyoglu, 2013).

Beyaz sogiit (Salix alba) agacinin kabuklarindan elde edilen ekstrat halk tarafindan
agriy1 azaltmak ve atesi diisiirmek amaci ile ylizyillar boyunca kullanilmistir. Daha sonra
1828’de Fransiz farmakolog Henri Leroux ve Italyan kimyager Raffaele Piria sogiit
agacindan elde edilen bu ekstreye “salisin” adin1 vermistir. Piria’nin salisini oksidasyon
islemine tabi tutmasiyla da “salisilik asit” meydana gelmistir. Ancak salisilik asitin ¢ogu
zaman tolere edilemeyen yan etkileri arastirmacilari yeni arayiglara yoneltmistir.
1897°de, Bayer arastirmacilart Arthur Eichengrun ve Felix Hoffmann, salisilik asitin
hidroksil gruplarindan birini asetillemek suretiyle asetilsalisilik asiti (aspirin) elde
etmiglerdir. Salisilik asitin yan etkilerini biiyiik oranda azaltan bu ilag¢ ilk sentetik ilag
olmus, ayn1 zamanda farmasétik endiistriyi de baglatmistir (Payan ve Katzung 1995).

Diinya’da ila¢ kullanim1 periyodik bir artis gdstermektedir. Ozellikle son 10 yilda
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yapilan arastirmalar ila¢ kullaniminin {i¢ kat daha arttigin1 ortaya ¢ikarmistir. Bu bilingsiz
tilkketim, yan etki vb. ¢esitli sorunlar1 da beraberinde getirerek, insan sagligini tehlikeye
sokmaktadir. Insanlarin bilingsiz olarak tiikettigi ilaglarin basinda agr1 kesiciler
gelmektedir. Agrilarin farkli sebepleri ve mekanizmalari nedeniyle kullanilan agr1 kesici
ilaglarin da ¢esitliligi artmistir.

NSAID (non-steroid anti-enflamatuar)’ler diinya capinda en ¢ok kullanilan agri
kesici ilaglardan biridir (Singh, 1988). NSAID grubu ilaglar, farkli mekanizmalara etki
edebildikleri icin bir¢ok farkli agr1 tipinde rutin olarak ve yaygm bir sekilde
kullanilmaktadirlar (Hanna vd. 2003). NSAID’lerin ¢ogu organik asit yapisinda olan ve
yapisal olarak genellikle heterojen olmalarina ragmen benzer terapétik etki ve yan etki
gosteren ilag gruplaridir. NSAID’ler ortak antipiretik, analjezik ve antienflamatuar
etkileri paylasan heterojen bir maddeler grubudur (Oztiirk, 2010). NSAID’ler plazma
membranina yiiksek oranlarda (%95-98) baglanarak, analjezik, antipiretik ve anti-
inflamatuar etki gosterirler (Stovitz vd. 2003; Kawai vd. 2005). Semptomatik iyilesme
saglayan bu ilaglar halen diinyada en ¢ok recete edilen ilaglarin basinda gelmektedir.
NSAID’ler kimyasal yapilarina, émiirlerine ve Cox enzim inhibisyon oranlarma gore
smiflandirilabilirler (Altug, 2013).

NSAI (non-steroid anti-inflamatuar) ilaglarin kisa tarihgesine bakildiginda ilk kez
1820’ de kolsisin, 1860°da salisilik asit tanimlanmis ve bugiin giiniimiizde ¢ok tiiketilen
aspirin tablet Felix Hoffman tarafindan sentezlenmistir. Non-streoid antiinflamatuar ilag
isminin 1949 yilinda ilk kullanilisi, fenilbutazon’un sentezlenmesi ile es zamanlidir
(Vane, 1971; Ardoin ve Sundy 2006). Non-steroid anti-inflamatuar ilaglarin (NSAII)
cogu organik asit yapisinda olup, kimyasal yapilar1 farmakolojik ve tedavi edici etkileri
farkl1 heterojen bir gruptan olusur (Kadioglu vd. 2013).

Deksketoprofen, nonsteroidal bir ila¢ olup ketoprofenin aktif enantiomeridir
(Moore ve Barden, 2008). Deksketoprofen trometamol, NSAIl grubundan, analjezik,
antiinflamatuar ve antipiretik etkinlige sahip rasemik ketoprofenin, aktif S-enantiomeri
olan aril-propiyonik asit grubundan, non selektif bir ilagtir (Mauleon D. vd 1996; Mazario
J. vd. 1999).

Deksketoprofene trometamol eklenmesiyle ilag ¢oziiniirliigii artirilarak, daha hizl
absorbsiyon ile kisa siirede uygun plazma konsantrasyonuna ulagmasi saglanmistir
(Moore ve Barden, 2008).

Agrn kesiciler igerisinde yer alan etken maddeler bu sekilde daha hizli etki etme



ozelligine kavusabilmektedir ancak bunlarin insan hiicrelerinde meydana getirdigi
sitotoksik ve genotoksik etkiler heniiz ¢ok net bilinmemektedir. Mutasyonlar,
kromozomal anormallikler, DNA zincir kiriklari gibi DNA hasarlar1 ve genomik
belirsizlikler genotoksisite degerlendirmesi en sik kullanilan parametrelerdir. Genotoksik
hasarin etkisini arastirmak amaciyla gerek in vivo gerekse in vitro ¢ok fazla test sistemleri
gelistirilmistir (Sekeroglu Z. ve Sekeroglu V. 2011). Genotoksisite tespitinde bir testin
tek basina yeterli olmadigi, en az iki test olmak tizere bir seri test sisteminin
kullanilmasmin daha faydali olacagi bildirilmistir. Siklikla kullanilan genotoksisite
testleri Salmonella testi (Ames testi), mikroniikleus testi (MN), kardes kromatid degisimi
testi (KKD), kromozom anormalligi testi, somatik mutasyon ve rekombinasyon testi
(SMART), comet, RAPD-PCR, Real-time-PCR yontemleridir (Sinan, 2017).

Bu amagla saglikli insan lenfositlerindeki sitotoksik hasarin belirlenmesi ve toksik
olmayan konsantrasyonlarin genotoksik potansiyel yoniinden smanmasi gerekliligi
bulunmaktadir.

Bu c¢alismada, dexketoprofen trometomal’iin saglikli insan lenfosit hiicrelerindeki
Klastojenik aktivitesi Sitokinez Bloklama Mikronuklues (CBMN) yontemi ile, DNA tek
ve ¢ift ipligi lizerindeki genotoksik etkileri Comet testi ile, DNA onarim genlerinin ifade
diizeyleri ise Gergek Zamanlt Ters Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyon Panel
Sistemi (RT?- PCR Assay) ile arastirilmistir. Uygulanacak olan testler ile, insanlarda
cesitli amaglarla agr1 kesici olarak kullanilan dexketoprofen trometamol maddesinin
klastojenik etkiyle yaratabilecegi kromozomal hasarlar, DNA iplik kirilmalariyla
olusturabilecegi mutajenik etkiler ve DNA onarmmuyla iliskili gen ifade diizeylerinde
meydana gelebilecek degisimler, saglikli insan hiicreleri iizerinde in vitro olarak
saptanmistir. NSAID (non-steroid anti-enflamatuar) grubu agri kesici ilaglarda etken
madde olarak kullanilan dexketoprofen trometamol’lin insan lenfosit hiicreleri {izerindeki
sitotoksik etkili dozlar ile sitotoksik olmayan dozlarinin insan genomu {izerinde meydana
getirebilecegi in vitro genotoksik etkilerin kromozom, DNA molekiilii ve gen diizeyinde
arastirilmasi ve elde edilen sonuclarin insan sagligi bakimindan karsilastirmali olarak

yorumlanip degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Agrmm Tanim

Patolojik bir durum belirtisi olarak algilanan agri, Uluslararast Agri Calisma
Dernegi (IASP) tarafindan “hos olmayan gercek ve potansiyel doku hasar1 veya tehdidi
ile birlikte bulunan, duyusal ve hissi deneyimler ” olarak tanimlanmaktadir (Raj 2000,
Hacioglu 2013). Agri duyusu, olast hasarla karsilasildiginda viicudumuzu uyarmak ve
sinir sisteminin sinyal {ireterek hayati fonksiyonlarin devam etmesi igin gerekli olan

onemli fonksiyonlardan biridir. Agr1 organizmada gorme, isitme, tat alma gibi

fonksiyonlarin 6nemine esdegerdir (Merskey vd. 1994, Heavner vd. 2003)

2.2. Agrmn Smiflandiriimasi
Agrt cok boyutlu bir kavram oldugundan smiflandirmak giictiir. Pek cok
smiflandirma sistemi kullanilmig ancak hi¢ biri siirekli ve sabit olamamistir. En sik

kullanilan siniflandirma agagidaki Tablo 2.1 ‘de gosterilmektedir.

Tablo 2.1. Agrinin simiflandriimas: (Raj, 2000 ve Cogelli Pirbudak vd. 2008)

Agrinin Kaynaklandig1 | Mekanizmasina | Etyolojisine gore Duyu Bolgesel
siiresine gore bolgeye gore gore simiflandirma sekillerine simiflandirma
simiflandirma | simiflandirma simiflandirma gore

siniflandirma
Akut agr1 Somatik agr1 Nosiseptif agri Kanser agrist Sizlama seklinde | Bag agrist
Kronik agri Visseral agr1 Néropatik agri Postherpetik agri Yiiz agris1
Sempatik agri Reaktif agr1 nevralji Yanici agri Bel agrisi
Deafferantasyon agri | Orak hiicre Batici agri Pelvik agr1
Psikosomatik agr1 anemisine bagl agr1 | Kolik seklinde
Artrit agrist agri
2.2.1. Siiresine gore agr1 simiflandirilmasi

Akut Agri: Bir yaralanma, hastalik siireci ya da kas veya i¢ organlarin anormal
islevleri sonucunda ortaya ¢ikan duyusal, algisal, deneyimlere verilen otomatik,
psikolojik davranigsal cevaplar igerir. Genellikle nosiseptif karakterlidir (Erdine 2003,
Saka 2016).

Kronik Agri: Akut bir hastaligin olagan siirecinin ya da doku iyilesmesi igin
beklenen zamanin 6tesinde devam eden agri olarak tanimlanmaktadir. Akut agriya gore
etki siiresi daha uzun olmakla beraber 1-6 ay arasinda degiskenlik gostermektedir (Toker,
2007).



2.2.2. Kaynaklandig1 bolgeye gore agr1 siniflandirilmasi

Somatik Agri: Somatik sinir lifleriyle taginan, ani baslayan, iyi lokalize edilen agr1
tipidir. Yaralanma, zedelenme, kirik, ¢ikik gibi durumlarda goriilen agr1 somatik agri
olarak nitelendirilmektedir (Emir, 2008). Yiizeysel somatik agrilar ve derin somatik
agrilar seklinde iki alt gruba ayrilmaktadir. Yiizeysel somatik agri cilt, miikoz
membrandan, derin somatik agr1  kaslar, tendon, eklemler, kemiklerden
kaynaklanmaktadir (Morgan, 2008).

Visseral Agri: I¢ organlar ve onlar1 orten kiliflarm hastalign veya fonksiyon
bozuklugu sonucunda ortaya ¢ikan agridir. Visseral agr1 yaygin, sizlama, kesin lokaliz
edilemeyen ve siklikla da yansiyan 6zelliktedir (Zanoveli vd. 2004).

Sempatik Agri: Sempatik sinir sisteminin devreye girdigi ve diger agri

cesitlerinden daha farkli olarak yanma hissinin yasandigi agrilardir (Emir, 2008).

2.2.3. Mekanizmalarina gore agr1 siniflandirilmasi

Nosiseptik Agri: Nosiseptorler araciligiyla doku yaralamasi sonucunda olusmus
uyarinin alinip, SSS (santral sinir sistemi) ‘ye gotiiriilmesi, tehtidin algilanmasi, buna
karsilik fizyolojik, biyolojik, psikolojik Onlemler alinmasi siirecini kapsayan agri
cesididir (Zengin, 2008).

Noropatik Agri: 1994 yilindan beri IASP tarafindan “sinir sistemindeki primer bir
lezyon ya da disfonksiyon sonucu ortaya ¢ikan agr1” olarak tanimlanmaktaydi ancak 2008
yilinda TASP, noropatik agrinin “somatoduyusal sistemi etkileyen bir lezyon ya da
hastaligin direkt sonucu olarak ortaya ¢ikan agri’’ seklinde tanimlanmasini uygun
gormiistiir. Noropatik agriya yol agan etkenler direkt olarak meydana gelebilecegi gibi,
sekonder olarak da meydana gelebilir (Nemutlu, 2016).

Reaktif Agri: Viicudun cesitli olaylara kars1 bir reaksiyonu olarak, motor ve
sempatik efferentlerin refleks aktivasyonu sonucu olarak nosiseptorlerin uyarilmasi
sonucu ortaya ¢ikan agridir (Toker, 2007).

Deafferantasyon Agri: Periferik ve merkezi sinir sisteminde (MSS) meydana
gelen lezyonlara bagli olarak somatosensoriyel uyaranlarin MSS’deki iletiminin
kesilmesine bagli olarak ortaya ¢ikar. Yanici 6zelliktedir. Agri hemen tedavi edilmezse
kronik agriya doniisebilir (Toker, 2007 ve Emir 2008).

Psikosomatik Agri: Hastanin psisik ya da psikososyal sorunlarini agri olarak ifade

etmesi durumudur (Toker, 2007 ve Emir, 2008).



2.3. Agn Norofizyolojisi

Agrt olayl, agrimin duyulmasi, algilanmasi ve agriya yanit komponentlerinin

olugsmas1 siireglerini icermektedir. Agrinin kaba sekilde algilanmasi uyar1 agr

reseptorleriyle hipotalamusa geldiginde, tam algilanmasi ise uyarmin parietal kortekse

ulagsmasiyla miimkiindiir (Topgu 2008, Kaya 2015). Agr1 reseptorleri olan nosiseptorler,

viicutta agr1 yapacak herhangi bir madde salgilandiginda bu salgilanan maddeler

tarafindan uyarilirlar. Bu uyarilma sonrasi uyar1 4 agamada iist merkezlere dogru yol

almaktadir.

1. Transdiiksiyon: Doku hasarina takiben olusan uyarinin, serbest sinir
uclarinda sinir son uglarinda elektriksel aktiviteye doniisiimii ve spinal
korda iletilmesi olayina denir.

2. Transmisyon: Agrili uyaranin daha iist merkez olan kortekse iletilmesi
olayma denir

3. Modiilasyon: Nosiseptif transmisyonun noral etkenlerle modifiye
olmasidir.

4. Persepsiyon: Nosiseptif transmisyonun noral etkenlerle modifiye
olmasidir. Persepsiyon ise bireyin psikolojisi ile etkilesimi ve subjektif
emosyonel deneyimleri sonucu gelisen, uyarmin algilandigi son asamadir
(Uyar ve Koken, 2017).
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Sekil 2.1. Agri olusum siiregleri (Uyar ve Koken, 2017)



2.4. Non-Steroidal Antiinflamatuar Ilaclar

Narkotik olmayan aneljezik ilaglar disinda kalan, farmokolojik etki profiline uygun
olan ilaglara NSAII veya “antiinflamatuvar analjezikler” denilmektedir. Ila¢ bagimlilig
yaratmadigindan, biling kaybi olusturmadigindan hafif ve orta siddetli agrilarin
tedavisinde tercihen kullanilir (Meek vd. 2010).

NSAIl’lar ¢ogunlukla analjezik, antipiretik, antiinflamatuvar etkileri nedeni ile
kullanilmaktadirlar. Bu etkileri nedeniyle akut agrili, atesli ve inflamasyonlu durumlarda
kullanildiklart gibi, kronik agrili durumlarda da analjezik ve antiinflamatuvar
ozelliklerinden faydalanilir. Bazilar1 daha ¢ok analjezik, bazilar1 antiinflamatuvar,
bazilar1 da hem analjezik hem de antiinflamatuvar 6zellikler gosterir (Yentiir, 2006).

NSAID'lerin kisa tarihgesine bir goz atildiginda ilk kez 1820'de kolsisin, 1860'da
salisilik asidin tanimlandig1 ve ilk Aspirin tabletinin 1898'de sentezlendigi dikkati ceker.
1971'de bu siire¢ Dr. John Wyane' in etki mekanizmalar1 konusunda yaptigi caligmalar ve
ilk siklooksijenaz emilimini tanimlamasi ile yeni bir boyut kazanmistir.1976’da ise
prostaglandinden doperoksitsentetaz (siklooksijenaz: COX) enzimi elde edilmis;
NSAID' lerin etki mekanizmalari, yan etkileri ve giivenlik profili {izerine olan ¢aligmalar
hizlanmistir. Bu konuda son gelisme 1990’larin basinda COX’un tek bir molekiil
olmadig1 ve birden fazla izomerlerinin farkli islevlerinin oldugunun gésterilmesi olmus
ve boylece klinik ¢alismalarda yeni bir boyut kazanmistir. Giinlimiizde kullanilan agr
kesici ilaclar arasinda opioid ilaglar, giiclii etkinliklerine karsin, istenmeyen etkilerinin
fazlaligi ve etkilerine tolerans gelismesi nedeniyle etkin bir sekilde
kullanilmamaktadirlar. Bu nedenlerden dolayi, non-steroidal antiinflamatuvar ilaglar
(NSAID) ozellikle siddetli olmayan agrilarda ¢ok daha fazla tercih edilmektedirler. Son
yillarda yapilan bazi ¢alismalarda NSAID’lerinin analjezik etkilerine karsi da tolerans
gelisebildigi gosterilmistir (Kaya, 2015).

2.4.1. NSAII (Non-Steroid Anti-Inflamatuar Ilaclar)’lerin etki mekanizmasi

Akut periferal agri temel olarak artan prostaglandin sentezinden kaynaklanmaktadir.
Prostaglandin sentezi, siklooksijenaz (COX) tarafindan katalize edilir (Von Graffenried
vd 1980; Crossley vd 1983; Cooper vd 1989; Habib vd 1990; Mehlisch vd 1990; Dionne
ve Gordon 1994). NSAIl’ler COX enzim inhibisyonu ile prostaglandin sentezini bloke
ederler. Inflamasyonda COX ve lipoksijenaz olmak {izere iki enzim yolagi aktive

olmaktadir. COX enzim aktivitesi ile prostaglandin sentezine giden yol kontrol edilmekte



olup bu enzimin NSAII ile inhibisyonu yoluyla prostaglandin sentezi, lipoksijenaz
yoluyla I&kotrienlerin sentezi inhibe edilmektedir (Ozbudak vd. 2016).
Prostaglandinlerin temel iki alt tipi vardir; cogu dokuda bulunan ve gastrik mukoza,
renal fonksiyonlar ile koagiilasyon gibi proseslere katkida bulunan normal
prostaglandiner ile yangi, ates ve agriya sebep olan patolojik prostaglandinlerdir. Normal
prostaglandinlerin sentezi COX; patolojik prostaglandinlerin sentezi ise COX-2 enzimleri
tarafindan kataliz edilir. Yangida prostaglandin sentezi 6zelikle COX-2 ye bagimlidir.
NSAID’lerin ¢ogu enzimin her iki formunu da inhibe ederler (Kaya, 2015).
Prostaglandinler, insanda sadece trombositlerde, mast ve SSS hiicrelerinde bulunur
(Kaya, 2015 ve Kayaalp, 2002). COX enzimin iki formu bulunmaktadir; bunlar “yapisal”
olarak adlandirilan “COX-1" ve “indiiklenebilir” olarak bilinen “COX-2" dir. COX-1
damar endoteli, gastrik mukoza, trombositler ve renal tubuluslar gibi pek ¢ok hiicrede
bulunmaktadir. Fizyolojik kosullarda COX-1 aktif durumdadir ve vaskiiler hemostazis,
gastrik lezyonlar, trombosit aktivitesi ve renal fonksiyonlar gibi fizyolojik yanitlar
diizenleyen prostaglandinlerin iiretimini saglar. Ancak herhangi bir enflamasyon
durumunda dokularda indiiklenir, enflamasyona yanit olarak ortaya ¢ikar. COX-2
enflamasyon, agr1 ve ates olusturan prostoglandilerin {iretiminde rol oynar. NSAII’ler
etkilerini ve yan etkilerini bu enzimlerin inhibisyonu yoluyla gosterirler. NSAII’lerin
cogu cesitli derecelerde hem COX-1 hem de COX-2’yi inhibe ederler. Boylece hem
istenen etkiler hem de yan etkiler farkli diizeylerde ortaya c¢ikar. Selektif COX-2
inhibitdrleri, COX-2yi COX-1’e gore daha fazla inhibe etmekte fakat yiiksek dozlarda
COX-1 inhibisyonu artmaktadir. COX-1 inhibisyonuna baglh yan etkilerden
kacinabilmek i¢in son yillarda 15 spesifik COX-2 inhibitorleri gelistirilmistir. COX-2
inhibitorlerinin gelistirilmesindeki amag, agr1 ve hiperaljezi ile ilgili prostaglandinlerin
olusunun engellenmesi ve boylelikle gastrointestinal sistem mukozasi, bobrekler ve
damarlardaki prostaglandin formasyonlarini etkilememek ve normal fonksiyonlarmin

korunmasini saglamaktir (Yentiir, 2006).
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Sekil 2.2. COX-1 ve COX-2 enzimlerinin bulunduklar: dokular ve fonksiyonlar: (Ak vd. 2013)

2.4.2. NSAII ’lerin siniflandiriimasi
NSAIl’lar kimyasal yapilarina, yarilanma dmiirlerine ve COX segiciligine gore 3

gruba ayrilir.
Tablo 2.2. NSAII'larin yarilanma omiirlerine gore simiflandiriimasi (Kayaalp, 2002)

Aspirin, diklofenak, etodolak, ibuprofen,
Kisa Yar1 Omiirliiler flurbiprofen, indometazin, ketoprofen,

tolmetin, mefenamik asit, flufenamik asit,

meklofenomat, fenoprofen, asetaminofen

Diflinusal, nabumeton, naproksen,

Uzun Yar1 Omiirliiler piroksikam, oksaprozin, tenoksikam,
tenidap, fenilbutazon, azapropazon,
sulindak

Tablo 2.3. NSAIIl'larin COX segiciligine gore sinflandrilmasi (Kayaalp, 2002)

Spesifik Cox-2 inhibitorleri Selekoksib, Rofekoksib, Valdekoksib,
Etorikoksib

Selektif Cox-2 Inhibitorleri Meloksikam, Etodolak, Nimesulid

Selektif Cox-1 inhibitorleri Indometazin, Piroksikam, Sulindak,

Asetilsalisilik Asit, Tolmetin

Cox-1 Ve Cox-2’yi Aym1 Derecede Naproksen, ibuprofen, flurbiprofen,
inhibe Edenler diklofenak, nabumeton



Tablo 2.4. NSAIIlarin kimyasal yapilarina gére simflandirilmast (Kayaalp, 2002)

Aspirin,Diflunisal, Mg Trisalisilat, Sodyum
Salisilatlar Salisilat, Salsalat, Benarilat, Metil, Salisilat,
Sulfasalasin, Olsalazin

Indometazin, Tolmetin, Asemetazin, Sulindak
Asetik Asitler (Prodrug),Diklofenak, Fenklofenak,
Alklofenak, Etodolak, Nabumeton (Prodrug)

Asetaminofen
Para-Aminofenol Tiirevleri
Ketorolak Trometamol
Heteroaril Asetik Asit Tiirevleri
Ibuprofen, Ketoprofen, Naproksen,
Propionik Asitler Flurbiprofen, Tiaprofenik Asit, Fenbufen,

Fenoprofen, Oksaprozin

Mefenamik Asit, Flufenamik Asit,

Fenamik Asit Tiirevleri Meklofenamik Asit, Niflumik Asit,
Etofenamat
Piroksikam, Sudoksikam, Oksikam,
Enolik Asitler Tenoksikam, Lornoksikam, Fenilbutazon,

Oksifenbutazon, Azapropazon, Metamizol
Propifenazon
Nabumeton, Prokuazon, Tinoridin,
Nonasidik Tiirevler Fluprokuazon

2.4.3. Dexketoprofen
Deksketoprofenin ~ farmakolojik  agilimi;  2-amino-2-(hidroksimetil)-1,3-
propanediol(ler)-3-benzoil-alfa-methilbenzeneasetat; (L  Ketoprofen trometamol)
Deksketoprofen trometamol [S (+)-2-(3-benzoilfenil) propiyonik asidin trometamin
tuzu], rasemik ketoprofenin aktif S-enantiomeri olan suda ¢oziinebilen tuzudur (Sekil 2)
(Tuncer vd. 2010). Rasemik ketoprofen analjezik, antiinflamatuar ve antipiretik bir
ajandir ve prostaglandin sentezini in vitro sartlarda inhibe etme potansiyeli ¢ok yiiksek
ajanlardan biridir. (R)-(-) enantiomerinin bdyle etkisi olmadigindan analjezik ve
antiinflamatuar etkiler (S)-(+) enantiomerinden (deksketoprofen) kaynaklanmaktadir
(Inan vd. 2009 ve Aykag, 2010).
Deksketoprofen iilkemizde yeni kullanima giren nonselektif bir NSAIl’tir ve
ketoprofene gore daha lipofilik olmasi ve yapisina katilan trometamol sayesinde daha

hizl1 etki saglayabilmektedir (Lohom vd. 2002; Oner, 2010; Tuncer vd. 2003).
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Sekil 2.3. Dexketoprofenin agik kimyasal formiilii (Aykag¢, 2010 ve http-1)

2.4.4. Dexketoprofen Trometamol

Deksketoprofen trometamol S (+)-2-(3-benzoilfenil) propiyonik asidin trometamin tuzu
olup, NSAI ilaglardan ketoprofenin suda ¢oziinebilen aktif optik izomeridir. Aril
propionik grubundan olup parenteral formu nonselektif bir nonsteroid ilagtir.
Farmakolojik acilimi ise “2-amino-2- (hidroksimetil)-1,3-propanediol(ler)-3-benzoil-
alfa-methylbenzeneacetat” dir (Tajyuan, 2007) (Bkz Sekil 2.4).

Sekil 2.4. Dexketoprofen trometamoliin kimyasal yapisi (http-2)

Rasemik ketoprofen analjezik ve antiinflamatuar bir ajandir ve prostaglandin
sentezini in vitro sartlarda inhibe etme potansiyeli ¢ok yiiksek ajanlardan biridir. R(-)
enantiomerinin bdyle bir etkisi olmadigindan analjezik ve antiinflamatuar etkiler S(+)
enantiomerinden (deksketoprofen) kaynaklanmaktadir (Barbanoj, 2001).

Dexketoprofen trometamol hem periferik hem de santral etkili bir NSAI olup
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periferik etkisi lokal olarak salinan prostaglandinlerin tetikledigi agri reseptorlerinin
sensitizasyonunu inhibe etmesine, santral etkileri ise COX aktivitesini inhibe ederek
agriy1 ortaya ¢ikaran uyaranin iist sinir merkezlerine aktarimini bloke etmesine bagh
olarak ortaya ¢ikar (Aykac vd. 2012). Ozellikle arasidonik asidin PGE1, PGE2, PGE2
alfa ve PGD2 prostaglandinleri ve PGI2 prostasiklin ve tromboksanlari iireten siklik
endoperoksitler PGG2 ve PGH2 ye doniisiimii inhibe olur. Ayrica prostaglandin
sentezinin inhibisyonu, kinin gibi diger inflamasyon mediyatorlerini de etkileyerek, direk
etkiye ek endirekt bir etkiye neden olur. Deksketoprofenin hayvan ve insanlar iizerindeki
deneylerde COX-1 ve COX-2 aktivitelerinin inhibitor oldugunu gosterilmistir (Kaya,
2015).

2.4.5. Dexketoprofen Trometamol ile ilgili calismalar

Hanna ve ark. (2003), major ortopedik cerrahi sonrasi agr1 tedavisinde,
intramuskuler deksketoprofen trometamolun, analjezik etkinligini ve morfin
gereksinimini azaltici etkisini ketoprofen ve plaseboyla karsilastirmislardir. Major
ortopedik cerrahi sonras1 50 mg deksketoprofen trometamol uygulamasinin, gerek opoid
gereksinimini azaltict etkisi, gerekse agri kontrolii acgisindan iyi bir analjezik oldugu
gosterilmistir. Deksketoprofen trometamol ile tedavi edilen hastalarda kiimiilatif morfin
tilketimi miktar1 en diisiik bulunmus ve plasebo alanlarla karsilastirildiginda, morfin
gereksiniminin yaklagik olarak ticte birine diistiigii gozlenmistir.

Kayaalti (2014)’nin  yapmis oldugu ¢alisgmada, abdominal histerektomi
uygulanacak hastalarda postoperatif agri tedavisinde, deksketorofen trometamol ile
deksmedetomidinin analjezik etkileri karsilastirllmis ve analjezik etkileri benzer
bulunmustur. Ayn1 zamanda yan etki acisindan da deksketoprofen trometamol ile
deksmedetomidin arasinda anlamli bir farklilik bulunamamastir.

Aykag ve ark. (2012) yapmis oldugu c¢aligmada, sezaryanla dogum sonrasi agrida
dexkeoprofen trometamol’lin analjezik etkisinin lornoksikam ve plasebo ile
karsilasirilmast amacglanmis ve sonug olarak dexketoprofenin trometamol’iin daha etkili
oldugu bulunmustur.

Kadioglu ve ark. (2013), elektif laparotomi uygulanacak olgularda, preemptif
olarak uygulanan intravenoz 50 mg dexketoprofenin agri skoru, analjezi memnuniyeti,
gelisen yan etkiler gibi parametrelerinin arastirilmasini amaglayarak yaptigi ¢calismada,

dexketoprofen trometamol’iin etkin bir analjezik oldugu saptanmuistir.
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Sagir ve ark. (2013), kontrollii gruplar olusturarak farelerin sag ve sol bacaklarinin
diz ekleminde yer alan kikirdak dokular1 ve synoviumlarina bir bacagina dexketoprofen
trometamol ve diger bacagina serum fizyolojik uygulayarak (1:1 oraninda) in vitro ve in
vivo olas1 toksik etkilerini arastirmislardir. Sican diz eklemlerine uygulanan
dexketoprofen trometamol, eklem i¢i uygulamalarda 6nemli histopatolojik degisikliklere
neden olmadigi, ancak birincil kondrosit kiiltiriinde in vitro uygulamada anlamli
sitotoksisiteye neden oldugu bulunmustur. Bu ¢alismanin devami olarak,
dexketoprofen’in sitotoksik etkilerinin, farkli konsantrasyonlarda sican ve insan
kondrosit kiiltiiriinde, arastirilmaya devam edilebilecegi dngoriilmiistiir.

Luna — Bertos ve ark. (2015), farkli dozlarda kullanilan dexketoprofen, ketorolac
ve metamizol gibi NSAID’lerin osteoblast MG63 hiicre hattindaki biiyiimesi {izerindeki
etkilerini arastirmislar ve sonuc olarak uygulanan farkli dozlardaki NSAID’lerin
osteoblast benzeri hiicrelerdeki apoptotik ve nekrotik hiicre sayisini artirdiklarini
saptamislardir.

Tekeli ve ark. (2017) dexketoprofen trometamol ilag uygulamasinin artan dozlarina
bagli olarak 6zellikle paransimal dokularin aktivasyonunu artirarak, karaciger dokusunda
dejenerasyona sebep verdigini saptamislardir.

Sav ve ark. (2012), 70 yasinda bir hastada gribal enfeksiyon nedeni ile kullanilan
tek doz oral deksketoprofenin yapmis oldugu masif rabdomiyoliz nedeni ile gelisen akut
bobrek hasari olgusu bildirmislerdir. Zabala ve ark.(2008), 35 yasinda saghkli  bir
bayanda deksketoprofen trometamol kullanimima bagli ndtropeni, trombositopeni ve
karaciger hasar1 bildirmislerdir.

Yagmurdur ve ark. (2012) tarafindan yapilan RA tedavisinde deksketoprofen
trometamoliin etkisini arastiran ¢calismada ise 32 adet rat ¢alismaya dahil edilmis. Sag diz
eklemlerine (¢alisma grubu) 0.25 mL deksketoprofen trometamol, sol diz eklemlerine
(kontrol grubu) ayn1 miktarda SF enjekte edilerek 24.saat, 48.saat, 5. giin ve 7.glinde
aliman Orneklerde immiinohistokimyasal inceleme yapilmis. Sinoviyal hiicrelerde
immunhistokimyasal yontemle endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS), indiiklenebilir
nitrik oksit sentaz (iNOS), apopitoz proteaz aktive edici faktor-1 (APAF-1) ve proliferatif
hiicre niikleer antijeni (PCNA) ¢alisilmis. Kontrol gruplarinda iNOS, eNOS, APAF-1 ve
PCNA ifadeleri bakilan tiim zamanlarda hafif diizey olarak bulunmus. Deksketoprofen
grubunda 24. ve 48. saatlerde iINOS ve APAF-1 ifadeleri orta-yiiksek diizey bulunurken
en siddetli degisiklikler enjeksiyondan 7 gilin sonra tespit edilmis. Deksketoprofen
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grubunda tiim zamanlarda PCNA agisindan proliferasyonda anlamli olarak azalma tespit
edilmis ve sonu¢ olarak antiinflamatuar etkili deksketoprofenin iNOS aktivitesindeki
indiiklenme sayesinde hiicresel apopitozda artis ve proliferasyonda azalma ile RA

tedavisinde etkili olabilecegi deneysel olarak ortaya konmustur.

2.5. Cahsmada Kullanilan Genotoksisite Testleri
2.5.1. Sitokinez Bloklama Mikronukleus yontemi (CBMN)

Mikroniikleuslar (MN) hiicrenin mitoz boliinmesi sirasinda ortaya c¢ikan, esas
cekirdege dahil olamayan, tam kromozom veya asentrik kromozom fragmanlarindan
koken alan olusumlar olup; kromatid kiriklarindan ve bir ya da birka¢ kromozom ya da
kromatidin anafazda geri kalmasindan dolayi, telofazda esas niikleusun disindakalan
kiigiik niikleuslardir. Mikrontikleus metodu, genotoksisite ve sitotoksisite ¢alismalarinda;
kromozom kirig1, kromozom kaybi, kromozomlarin farkli sekillenmesi (niikleoplasmik
kopriiler), hiicre boliinmesinin inhibe edilmesi, gen ampilifikasyonu, nekrosis ve
apoptosisin basit morfolojik olgiitler kullanilarak degerlendirilmesini saglar (Fenech,
2000).

Mikroniikleus teknigi (MN); (Cytokinesis-Blocked Micronucleus Assay=CBMN
Assay); cesitli kimyasal maddelerin ve fiziksel ajanlarin, memelilerde klastojenik ve
anojenik aktivitelerinin belirlenmesinde yaygin kullanilan bir test teknigidir (Kirsch-
Volders vd. 2011). Mikroniikleus (MN) yontemi ilk olarak 1886 yilinda anemik kedilerin
kirmizi kan hiicrelerinde Howell’in gozlemleriyle ortaya c¢ikmistir. Bu yiizden
mikroniikleuslar, hematolojide Howell-Jolly cisimleri olarak bilinirler (Cakmak, 2000).

CBMN testi, kiiltiire edilen insan hiicrelerinde MN sayimi i¢in tercih edilen bir
metodtur. Bu metodta mikronukleus sayimi, ilk boliinmesini geciren hiicrelerde
gerceklestirilir. Kromozom diizeyinde meydana gelen DNA hasarlarinin arastirilmasinda
giivenilir sonuglar veren CBMN (Sitokinez Bloklama Mikroniikleus) teknigi temel
prensip olarak sitoplazma boliinmesinin Sitokalasin-B (Cyt-B) ile engellendigi kiiltiir
kosullarinda ¢ekirdek boliinmesini tamamlamis ve bir test maddesi ile muamele edilmis
hiicrelerin igerdigi mikroniikleus (MN) miktarinin belirlenmesine dayanmaktadir.
Sitokinezin durduruldugu mikroniikleus yonteminde kullanilan Cyt B, aktin polimeraz
inhibitorii olan bir maddedir. Bu 6zelligi ile niikleer boliinmeyi durdurmadan, mitotik
sitokinezi yani sitopldzmanin bdliinmesini durdurur. Cyt B etkisiyle, hiicre ¢ekirdegi

boliiniirken, sitoplazma bdliinmesi (sitokinez) durur ve biniikleer hiicreler ortaya ¢ikar.
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Sayim igin sitoplazmalar1 korunmus olan 1000 biniikleat hiicre/doz kullanilir (Fenech,
2006).

Mikroniikleuslar, spontan olarak ya da genotoksik ajanlara maruziyet sonucunda,
asentrik kromozomal fragmentlerin ya da tiim kromozomlarin hiicre boliinmesi sirasinda,
ana ¢ekirdek disinda yavru ¢ekirdek seklinde kalmasindan olusmaktadir (Fenech, 2007;
Kirsch-Volders vd. 2011). Eger MN olusuma kromozomlardan kopan asentrik bir
kromozom pargast neden olmussa, bu klastojenik bir olayin sonucu iken; eger olusuma
neden olan olgu anafazda geri kalma ya da ig ipliklerinin hasarindan dolay1 tim bir
kromozomsa bu duruma andjenik bir ajanin neden oldugu belirtilmektedir (Fenech vd.
2003; Terradas vd. 2010; Cervantes-Rios vd. 2012).

Giliniimiizde mikroniikleus metodu; genotoksisite ve sitotoksisite ¢aligmalarinda;
kromozom kirigi, kromozom kaybi, kromozom ayrilmamasi (nondisjunction),
kromozomlarin farkl sekillenmesi (niikleoplasmik kopriiler), hiicre béliinmesinin inhibe
edilmesi, gen amplifikasyonu, nekrosis ve apoptozisin basit morfolojik OSlgiitler
kullanilarak degerlendirilmesine yardimei olmaktadir (Fenech, 2007). MN, hiicre siklusu
kontrol noktalart bozulmus hiicrelerde, DNA tamir mekanizmasi zarar gérmiis hiicrelerde
ve timor hiicrelerinde yiiksek bulunmustur (Terrades vd. 2010).

Karsinojenlere maruz kalan saglikli bireylerde meydana gelen hasarin
belirlenmesinde MN testi uygulanabilmektedir. CBMN teknigi ile saglikli insan
lenfositleri hiicre boliinmesi ile uyarildiktan sonra ilk c¢ekirdek boliinmesini gegiren
hiicrelere, 44. Saatte sitokalasin B ilave edilmis ve bdylece sitokinez engellenmistir.
Ortamda olusan iki ¢ekirdekli hiicreler mikronukleus olarak adlandirilir (Demirel ve
Zamani, 2002). Olusan binukleuslar kolaylikla tanilip sayilabilmekte ve MN bulunduran

hiicrelerin oranlar1 saptanabilmektedir (Giiven vd. 2006).

2.5.2 Comet yontemi

Son yillarda gelistirilen ve siklikla kullanilan comet testi yada tek hiicre jel
elekroforezi (Single Cell Gel Electrophoresis, SCGE) primer DNA hasarini belirlemekte
kullanilan hizli, glivenilir, basit ve yaygin kullanilan yontemdir (Martin vd.1993; Sinan,
2017). DNA kiriklarinin belirlenmesi ilk olarak 1978 yilinda hiicrelerin lam iizerinde
agara gomiilmesi ve DNA ag¢ilimin1 saglamak i¢in hafif alkali sartlarda liziz edilmesi ile
olmustur. Daha sonra 1984’te Ostling ve Johnson agarozda gomiilen hiicreleri lam

lizerine yayarak yiiksek tuz ve deterjanla liziz etmisler ve ardindan elektroforeze tabi
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tutmuslardir. Akridin oranj, etidyum bromid gibi DNA baglayict floresan boyasiyla
boyamiglardir (Ostling ve Johnson 1984). Floresan mikroskop altinda lamlar
incelendiginde hasarin siddetine gére DNA’lar dairesel sekilden kuyruklu yildiza benzer
sekile kadar c¢esitli derecelerde goriintiiler olusturduklarindan yonteme ingilizce
“kuyruklu yildiz” anlamina gelen “Comet Assay” ad1 verilmistir (Singh vd. 1988).

DNA’da genotoksik etki ortaya c¢ikaran c¢esitli kimyasal ajanlarin, bu etkilerini
belirlemek i¢in hizli duyarli ve rutin kullanima uygun test yontemleri gelistirilmeye
calisilmigtir. Comet testi, DNA hasarini dlgmede ¢ok yaygin bir kullanim alanina sahiptir
(Kassie vd. 2000).

Bu teknigin az sayida hiicre gerektirmesi, degisik hiicre ve dokulara
uygulanabilmesi, hizli, hassas ve gilivenilir olmas1 genotoksisite arastirmalari i¢in siklikla
tercih edilmesine neden olmaktadir. Comet tekniginin ayrica, DNA hasarin1 ve tamirini
belirlemek i¢in de kullanilabilmesi ¢ok onemlidir. Teknik, DNA tek veya cift zincir
kiriklar1 ile tamamlanmamis DNA onarim bdolgelerine sahip olan hiicrelerde, DNA’nin
elektroforetik ortamda hiicre cekirdeginden go¢ ederek kuyruklu yildiz benzeri bir
gOriintli olusturmasi prensibine dayanir. DNA’daki gé¢ miktari, DNA'daki kirik sayisi ile
dogru orantilidir. Hiicrelere elektrik akim uygulanmastyla, kirilmis veya hafiflemis DNA
fragmanlarinin ¢ekirdekten pozitif elektrot tarafina dogru hizla gb¢iinii saglanir. Bunun
sonucunda da floresan boyama ile gozlenebilen kuyruklu yildiz benzeri goriintiiler
meydana gelir ve bu goriintiiler floresan mikroskop ile baglantili olan 6zel bir bilgisayar
programi ile degerlendirilir (Speit ve Hartmann. 2006).

Comet analizinin temel prensibi kimyasal ve fiziksel nedenlerle olusan genotoksik
ve sitotoksik ajanlarin canli hiicreler {izerindeki etkilerini hiicre DNA’larin1 tek tek
inceleyerek saptamaktir (Dikilitas vd. 2010). DNA’da olusan diisiik hasarlar seviyesinde
gocten cok yayillma gozlenirken, hasar artmasi ile DNA parcalar kuyruga dogru goc
etmeye baglar ve ¢ok hasarli hiicrelerde (apoptotik) bas ve kuyruk tamamen ayr1 gézlenir
(Fairbairn vd. 1995). Comet tekniginde hasarli hiicrelerde ¢ekirdek parlaktir ve floresan
siddeti bas tarafta yogundur ancak DNA’da kiriklar meydana geldiginde floresan siddeti
cekirdekten kuyruga dogru siddetlenir. Bu test sisteminde hasarli hiicrelerde bas
kismindan kuyruga gecis oldugundan, DNA hasarinin kantitatif olarak tayin edilmesinde
kuyruk yogunlugu ve kuyruk uzunlugu onemli parametrelerdir (McKelvey-Martin vd.
1993).
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2.5.3. Gercek zamanlh ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyon panel sistemi
(RT?>-PCR)

Standart PCR’dan farkli olarak gercek zamanli ters transkripsiyon polimeraz zincir
reaksiyonu (RT?>-PCR, Real-time PCR ), PCR ¢ogaltimin1 goriiniir kilan ve monitorize
edebilen floresan isaretli problarin ve boyalarin kullanildigi, floresanin olusan DNA ile
orantili olarak arttig1 bir cogalma metodudur. Bir¢ok isimlendirilme yapilan bu teknoloji
yabanci yayinlarda “kinetik PCR”, “homojen PCR”, “kantitatif Real-time PCR” gibi
cesitli adlarla da isimlendirilmektedir (Bustin, 2006).

Biyolojik 6rneklerden elde edilen DNA’nin kopya sayisini sayisal degerlere
dontistirme ve mRNA’nin ekspresyon seviyesini sayisal olarak belirleyebilme bu
metodun tercih edilmesini ve kullanilabilirligini artirmaktadir. Bunun yani sira Real time
PCR’m tek nokta mutasyonlarini belirleme, patojen belirleme, DNA hasar1 belirleme,
metilasyon tespiti, SNP analizi, kromozom bozukluklarinin tespiti gibi kullanim alanlari

da mevcuttur (Kubista vd. 2006).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

Tez ¢alismamizda, agr1 kesici etken maddesi olarak kullanilan dexketoprofen
trometamol’iin kromzom kiriklara yol agan klastojenik aktivitesi sitokinez bloklama
yontemiyle (CBMN), DNA’nin tek ve ¢ift igligindeki kirilmalar tespit etmek amaciyla
meydana getirdigi genotoksik etkileri Comet testiyle, DNA hasar tespitinden sorumlu
olan genlerin ifadeleri iizerine yaratacagi olumsuz etkiler ise Real-time PCR yontemiyle
belirlenmistir.

Ticari olarak satin aldigimiz ila¢ etken maddesi dexketoprofen trometamol’iin
(SantaCruz sc-357330) genotoksik etkilerini incelemek amaciyla yapilan bu in vitro
calismada insan periferal kan kiiltiirii ve izole lenfositler kullanilmistir. Kullanilan

periferik kan, alkol, sigara ve siirekli ilag kullanmayan, sagliklt dort dondrden temin

edilmistir.

3.2. CBMN Testi

Fenech ve Morley tarafindan, kiif mantarlarinin metabolitlerinden olan sitokalasin-
B (Cyt-B) ile mitoz gegiren hiicrelerde sitokinezi durdurma esasina dayanan ve bir hiicre
siklusunu tamamlayan hiicrelerin biniiklear goriiniimleriyle ayirt edilmesine olanak
saglayan modifiye bir teknik gelistirilmistir (Fenech ve Morley 1985). Mikroniikleus
sayisint saptamak i¢in Fenech (2000) ve Kirsch-Volders ve ark. (2003) tarafindan
gelistirilen metod gelistirilip, degistirilerek kullanilmistir.

3.2.1. CBMN yoénteminde kullanilan deney ekipmanlari ve kimyasallar

Santrifiij, floresan mikroskop, inkiibatér, pH metre, su banyosu, flow kabin,
buzdolabi, hassas terazi, tarti, falcon tiip, pasteur pipeti, mikropipet, mikropipet uglari,
enjektor, lam, lamel, erlen, manyetik balik, beher, yatay ve dikey sale, 1.5 mL ependorf
tupt.

Dexketoprofen trometamol (SantaCruz), Kromozom medyum (Biochrom),
Sitokalasin B (Applichem), Giemsa (Merck), HNO3 (Merck), KCL (Merck), Acetic acid
(Merck), Metanol, Trypan Blues (Applichem), KH2PO4, Na2HPO4
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3.2.2. Test maddesinin ve dozlarin hazirlanmasi

llagc etken maddesi olan dexketoprofen trometamol’iin saglikli lenfosit
hiicrelerindeki sitotoksik ya da sitostatik etki diizeyini ve in vitro klastojenik aktivitesini
belirlemek amaciyla CBMN teknigi uygulanmistir. Dexketoprofen trometamol ile ilgili
literatiir taramalarina gore s6z konusu test maddesinin insan hiicreleri iizerindeki
sitotoksik ve genotoksik etkisini gosteren bir ¢caligma bulunamamistir. Test maddesinin
lenfositler iizerine uygulanacak dozlarinin belirlenmesinde, hiicreler i¢in sitotoksik
olabilecegi diisiiniilen yiiksek dozlar denenmis ve gbzlenen sitotoksik etkiler nedeniyle,
1000 pg /mL‘lik konsantrasyondan baglanarak, 750 - 100 pg / mL doz araligindaki 5 doz
(1000,750,500,250,100 pg /mL) secilmistir.

3.2.3. Lenfosit Kiiltiirii

Saglikli, diizenli olarak ilag kullanmayan ve sigara igmeyen, 25-30 yas arasi 2 erkek
ve 2 bayan bireyden steril kosullarda alinan kan, i¢inde 2,5 mL Kromozom Medyum-B
bulunan tiiplere 0,2 mL ilave edilmis ( 6 damla) ve %S5 lik CO; inkiibatoriinde 37 °C de
toplam 72 saat inkiibasyona alinmistir. Tiim bu islemler steril kabinde yapilarak ortamdan

kaynaklanacak kontaminasyon riski en aza indirgenmistir.

3.2.4. Test maddelerinin uygulanmasi

Ilag etken maddesi olan dexketoprofen trometamol daha &nceden belirlenmis
dozlarda hazirlanmistir. Her doz i¢in 24 saat ve 48 saat uygulamasi yapilmistir. Dozlar,
24. ve 48. saatlerde kiiltiire eklenmigtir. 72 saat sonuna kadar inkiibasyona devam
edilmistir. Kiiltiir sliresinin baglangicindan sonraki 44. saatte her tiipe 6pg/mL sitokinezi

bloke edici madde olan sitokalasin B ilave edilmistir.

3.2.5. Lenfosit izolasyonu

72 saatin bitiminde tlipler 1200 rpm’de 15 dakika santriflij edilmis, santrifiijden
ciktiktan sonra siipernatan kisimlar atilmigtir. Tiiplerin dibinde kalan hiicreler homojen
hale gelecek sekilde karistirilmistir. Deney siiresinin bitiminden 2 saat 6nce hazirlanan
ve 37 °C de bekleyen hipotonik soliisyon (%0,4 KCI) damla damla ilave edilip, oda
sicakliginda 15 dakika beklenmistir. Stire bitiminde kiiltiir tiipleri, 1200 rpm’de 15 dakika
boyunca santrifiij edilip, slipernatan uzaklastirilmistir. Tiiplin dibinde kalan 0,7 ml’lik

kisim pastor pipeti ile homojen hale getirildikten sonra, deneyden 2 saat 6nce hazirlanan
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ve 4 °C’de bekleyen metanol glasiyel asetik asit karisimi damla damla ilave edilip,
karistirilarak 20 dakika oda sicakliginda beklenilmistir. Siire bitimi ardindan tiipler tekrar
santrifiije almarak 1200 rpm’de ayristirilmigtir. Santriflij bitiminde siipernatan atilmig
dipte kalan ¢okelti homojen hale getirilmis ve yine fiksatif ilavesi yapilmistir. Bu islem 3
kez tekrarlanmistir. Son fiksatif uygulamasindan sonra santrifiijden ¢ikan tiiplerdeki
icerik, dipte 0,7 mL siv1 kalacak sekilde atilmis, boylece kalan hiicreler preperat haline

getirilme islemine hazirlanmigtir.

3.2.6. Preperatlarin hazirlanmasi

Deney giiniinden 6nce lamlar 1IN HNO3 ile 24 saat muamele edilmis, sonrasinda
yarim saat akan musluk altinda yitkanmistir. Yikama islemi bittikten sonra 3 kez distile
sudan gecirilip, temizlenip buzdolabina kaldirilmistir. Saf su i¢inde buzdolabinda
bekletilen lamlarin iizerine 0,7 mL olarak tiipte kalan hiicreler belirli bir yiikseklikten (20
cm) her biri farkli bir alana denk gelecek sekilde 6 damla olmak tizere damlatilmistir. Her

bir doz i¢in 3 adet preperat hazirlanmis ve oda 1sisinda kurumaya birakilmistir.

3.2.7. Preperatlarin boyanmasi
Lamlar hazirlanmis olan %5’lik Giemsa boyasinda 15-20 dakika bekletilerek
boyanmis ve distile su ile yikanarak kurumaya birakilmistir. Kuruyan preperatlar entellan

ile kapatilarak daimi hale getirilmistir.

% 5’lik Giemsa’nmin Hazirlanmasi: 5 mL tampon A, 5 mL tampon B ve 5 mL
Giemsa karistirilarak tizerleri 100 mL oluncaya kadar saf su ile tamamlanmistir (pH=6,8).

Tampon A Soliisyonu

4,536 g KH2PO4 tartilip, 100 mL distile su icerisine karistirilarak hazirlanir.

Tampon B soliisyonu

5,932 g Na2HPO4 tartilip, 100 mL distile su igerisine karistirilarak hazirlanir.

Sonra bu boya eriyigi filtre kagidi ile dik bir saleye siiziilmiistiir. Hazirlanmis olan
preparatlar salelerdeki boyalarin icerisine konularak boyanmalar1 saglanmistir. 12
dakikalik boyama siiresinin bitiminde preparatlar boyadan ¢ikarilip igerisinde distile su
bulunan 3 ayr1 beherden gecirilerek fazla boyanin lamlardan akmasi saglanmus,

preparatlar dik bir sekilde yerlestirilerek kurumaya birakilmistir. Kuruyan preparatlar
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entellan ile kapatilarak daimi hale getirilmistir. Entellan kuruduktan sonra (en az iki giin)

bu daimi preparatlarda mikroskobik incelemeler yapilmistir

3.2.8. CBPI (Hiicre Proliferasyon indeksi) saptanmasi

CBMN teknigine gore hazirlanan preparatlarda, lenfosit hiicrelerinin sitoplazma
boliinmeleri engellendigi icin, boliinmekte olan hiicrelere ait nukleuslar ayni1 sitoplazma
icinde kalmaktadir. CPI hesaplanmasinda, her bir uygulama i¢in; bir, iki, ti¢, dort ve daha
fazla nukleusa sahip hiicrelerin tamamini igeren toplam 1000 adet hiicre sayilarak
kaydedilmistir. Elde edilen verilerden asagidaki formiil yardimiyla CPI degerleri

hesaplanmustir.

CPI=1XMI+2XMIl+3XMII+4X MIV/ N
( MI: Bir nukleuslu hiicreler, MII: Iki nukleuslu hiicreler, MIII: Ug nukleuslu hiicreler,
MIV: Dért ve daha fazla nukleuslu hiicreler ve N: Toplam hiicre say1si=1000)

Uygulanan her doz ve siire i¢in CPI degerinin hesaplanmis, bu degeri kontrole gore
yariya diigiiren dozlar igin LDso, daha fazla diisiiren dozlar igin ise toksik, nitelemesi

yapilmistir.

3.2.9. Mikronukleus saymmm
Dexketoprofen  trometamol’iin ~ olas1  klastojenik(genotoksik)  etkisini
belirleyebilmek i¢in, LDsg degeri altindaki; 750, 500, 250 ve 100 pg /ml’lik dozlar1 24
saat, 500, 250 ve 100 pg /ml’lik dozlari ise 48 saat siire ile lenfosit kiiltiiriine uygulanmis
ve CBMN yontemine gore hazirlanmis olan preparatlarda, 1000’er adet iki nukleuslu
hiicre incelenerek, igerdikleri mikronukleuslar sayilip kaydedilmistir (Sekil 4.1-4.3).
Mikroskobik incelemelerdeki sayimlardan elde edilen, her bir vericiye ait degerler

ayr1 tablolar halinde, tablo 4.1-4.5.”de sunulmustur.

3.3. Comet Testi
3.3.1. Comet testinde kullamlan ekipmanlar ve kimyasallar

Santrifiij, floresan mikroskop, inkiibatér, pH metre, su banyosu, flow kabin,
buzdolabi, hassas terazi, falcon tiip, mikropipet, enjektor, lam, lamel, erlen, beher, yatay

ve dikey sale, elektroforez tanki, 1,5 mL ependorf tiipii, jel goriintiile sistemi, mikrodalga
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firm, nano-drop spektormetre.

Dexketoprofen trometamol (SantaCruz), Kromozom medyumu (Biochrom),
Histopaque 1077 (Sigma), RPMI-1640 (Sigma), DMSO, NaCl, KCI, NaOH, , Etidyum
Bromide, Triton-X 100, EDTA, Trizma Base (Sigma), HMA (Sigma), LMA (Sigma),
Fosfat tampon (PBS) tabletleri, fenol-kloroform, SDS, proteinaz K, etanol (saf), borik
asit, trypan blue (Applichem) H202, EMS, dNTP mix, (sigma), MgCI2 (sigma), 10 X
Taq Polimeraz (sigma), 6X Loading Dye Solution (Fermentas), Oligoniikeotid primerler

(Biolegio, Research Genetics).

3.3.2. Comet testi i¢cin dozlarin belirlenmesi

Comet testinde uygulanacak dozlar belirlenirken, CBMN testinde kullanilan dozlar
(1000-500-250-100 pg /mL) referans alinmistir. Comet testinde, bir ajanla muamele
goren hiicrelerde, canlilik oraninin en az %80 degerinde olmasi istenmektedir. Bu
dogrultuda baglangic dozu olarak, CBMN deneylerinde kullanilan en yiiksek
konsantrasyon (1000 pg/ mL) ile canlilik testi yapildiginda, canlilik oraninin %80 oldugu
goriilmiistir. Bu sonugtan yola ¢ikarak Comet deneylerinde, Dexketoprofen
trometamol’iin  1000-500-250 ve 100 pg/mL’lik dozlarinin kullanilmast uygun
gorilmiistiir.

Test maddesi dozlari ile 37 °C de 1 saat inkiibe edilen lenfosit hiicreleri, Tripan
mavisi ile boyanarak, thoma laminda sayilmis ve Comet testi i¢in gerekli olan %80

canlilik orani elde edilmistir.

3.3.3. Lenfositlerin izolasyonu

Saglikli, goniillii, ila¢ kullanmayan, sigara igmeyen 4 kisiden heparinle alinan
periferik kandan Histopaque 1077 yéntemi ile lenfosit izole edilmistir. Izolasyona
baslamadan yaklasik bir saat evvel histopaque oda 1sisinda, RPMI 37° C’de bekletilmistir.
Her goniilliden 10 mL kan alinip i¢inde histopaque (10 mL) bulunan tiipiin i¢ine yavasga
damla damla ilave edilmistir. 400 g.de 30 dakika santrifiij islemi ile tabakalasan
lenfositler bagka bir steril falcona alinmistir. Lenfositlerin {izerine 10 mL PBS soliisyonu
eklenerek 250 g. de 10 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi siipernatant gekilerek
dipteki pelletin tizerine 5 mL PBS ¢ozeltisi eklenip 250 g.’de 10 dakika santiriij
yapilmustir (Bu islem iki kez tekrarlanmigtir). Santrifiij islemleri sonrasinda siipernatant

atilip pelletin lizerine RPMI 1640 ilave edilmistir.
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Yapilan litaratlir arastirmasi sonucu test maddelerinin denenecek doz araligi 100
pg/mL ile 1000 pg/mL olarak belirlenmistir. Dexketoprofen trometamol distile suda
¢Oziilmiistiir. Dolayisiyla ¢alismamizda spontan ve 50 pM’lik H202 pozitif kontrol
disinda distile su kontrolii de bulunmaktadir. Madde maruziyeti igin 1ml’lik ependorf
tiiplere ;

150 ul RMPI 1640 i¢inde diliie edilen lenfosit,
95 ul RPMI 1640,
5 ul madde
eklenerek 37° C’de 1 saatlik inkiibasyon yapilmustir. Inkiibasyon sonrasi lenfositlerde

canlilik tespiti i¢in tripan mavisi testi yapilmistir.

3.3.4. Tripan mavisi ile canhlik testi

Lenfosit hiicrelerinde canlilik tespitinde yaygin olarak kullanilan negatif yiikli bir
boya olan tripan mavisi hiicre membran1 zarar gormiis canli olmayan hiicreler tarafindan
absorblanir ve mikroskop altindaki incelemede 6l hiicreler mavi ile boyanmig olarak
canli hiicrelerden kolaylikla ayrit ediliriler.

Hiicre siispansiyonu 1:1 oraninda %0, 4°liik tripan mavisi boyasi ile seyreltilip ve
bu seyreltilen siispansiyondan alinip thoma lamina yayilmis ve 151k mikroskopu altinda

hiicreler sayilmistir. Canli hiicre yiizdesi asagida gosterilen sekilde hesaplanmistir.

Canh Hiicre (%) = (Canh Hiicre / Toplam Hiicre) x 100

Her test maddesi i¢in 1 saatlik maruziyet sonras1 %80°den fazla canliligin oldugu
en yiiksek doz ilk doz kabul edilip diger lic doz bir dncekinin yaris1 olacak sekilde

hesaplanmastir.

3.3.5. Mikroskop lamlarinin hazirlanmasi
Yiiksek erime 1sili agaroz 100 mL dH20’da ¢oziiliip, lamlar rodajli kisminin
yarisina kadar agaroza batirilmistir. Altlart silinerek kurutulduktan sonra numaralandirma

yapilarak ¢aligma dncesinde hazir hale getirilmistir.
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3.3.6. Soliisyonlarin hazirlanmasi
Calismada kullanilan soliisyonlar asagida belirtilgi sekilde, soguk olarak (+4°C) ve

tercihen deneyden 1 giin 6nce hazirlanmistir.

Fosfat Tamponu (PBS)
1 adet PBS tableti 200 mL distile suda ¢oziiliir ve +4°C” de saklanur.

Lizis Soliisyonu

5M, (146,1 g), NaCl, 100 mM (37,2 g) EDTA, 100mM (1,2 g) Tris, 900 mL

distile suda ¢oziiliir ve pH 10 olacak sekilde ayarlanir.
Hazirlanan stok lizis tercihen koyu renkli siselerde +4°C’ de saklanir.
Deneyden 30 dk dnce her 100 mL ¢ozelti i¢in 1 ml Triton X ¢ozeltisinden, ve 10

mL DMSO ¢o6zeltisinden eklenerek lizis buffer hazirlanmais olur.

Notralizasyon Buffer

4,8456 gr Tris tartilarak 100 mL distile suda ¢oziiliir. pH’17,5’e ayarlamak i¢in HCI

ile seyreltme yapilir.

Running Buffer ( Elektroforez tamponu)
21t distile su igerisinde 0,747gr Na;EDTA ve 24gr NAOH c¢oziilerek, pH 13°e

ayarlanir ve +4°C’de saklanuir.

Low metling agar hazirlanisi

0,07 gr low melting-gelling agar ile 10 mL PBS ile karistirilip mikrodalgada sitilir.
Bu agar deney giinii hazirlanip kullanilmalidir. 250 mL diisiik erime 1s1l1 agar lenfositle
karistirilip, 6nceden yiiksek erime 1s1l1 agar ile kaplanan lamlarin iizerine 100 mL olacak
sekilde damlatililip ve lamel ile kapatilir. Bu halde preparatlar 15 dakika buzdolabinda
bekletilir.

3.3.7. Lizis
Dolaptan c¢ikarilan lamlar tizerindeki lameller kaldirilarak, i¢inde lizis buffer
bulunan aliiminyum folyo ile sarili salelere yerlestirilmis ve +4°C’de bir gece lizise

birakilmstir.
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3.3.8. Elektroforez

Lamlar elektroforez tankina yerlestirilip, DNA’nin acilabilmesi (unwinding) igin
giic kaynag1 calistirtlmadan Once running buffer icerisinde 20 dakika bekletilmistir.
Unwinding siiresi bitiminde elektroforez tankina bagl gii¢ kaynagi 25Volt; 300Amper;
ve 25 dakikaya ayarlanarak calistirilmistir.

3.3.9. Nétralizasyon
Yiiriitmenin ardindan lamlar 5 dakika karanlikta nétralizasyon sivisi igerisinde

bekletildikten sonra soguk dH20 ile yikanip kurutulmustur.

3.3.10. DNA’nin boyanmasi ve cometlerin goriintiilenmesi

Hiicre c¢ekirdeklerini boyamak ig¢in, EtBr gibi floresan mikroskopta incele
meye uygun flouresan 1s1ma yapan bir boya kullanilmistir. Kuruyan lamlarin tizerine 50
ul EtBr (etidyum bromid) yayilarak, {izeri lamelle kapatilmis ve +4 “C’de 10-15 dakika
bekletilmistir. Son olarak, hiicreler Flouresan mikroskopta (546 nm eksitasyon ve 590 nm
bariyer filtrede 40 X biiylitmede) incelenmis ve her bir uygulama yani doz ve siire i¢in en
az 50 adet hiicre goriintiisii kaydedilmistir. Goriintii analizi ve comet sayimi her bir doz
i¢in bir donérden 50’°ser comet olmak tlizere % kuyruk uzunlugu ve % kuyruk yogunlugu

cinsinden Comet IV yazilimi kullanilarak degerlendirilmistir.

3.3.11. Istatistiksel analiz

CBMN ve Comet yontemleri ile yapilan deneysel ¢aligmalara ait veriler, spontan
ve pozitif kontrol degerleriyle, SPSS programinda paired-Student’s t-testi ile analiz
edilerek ortalama degerler (ort.+SS) ile anlamlilik degerleri (* P< 0.05, ** P< 0.01, ***
P<0.001) hesaplanmistir.

3.4. Real Time PCR (RT?*-PCR)

Gen anlatimini incelemek i¢in gercek zamanli RT?-PCR uygulanmistir. Bunun i¢in
ilk olarak periferik kandan Histopaque1077 ile yogunluk gradiyenti uygulanarak lenfosit
izole edilmistir. Hiicre canlilig1 belirlemek i¢in thoma lami1 ve hiicre sayim cihazi olan
Cedex ile sayilarak %80 canlilik tespit edilmistir. Izolasyon sonrasi lenfositler besi
ortamina alinmistir. CBMN ydnteminde belirlenen ve en yiiksek doz olan 750 pg/mL ile

en diisiik doz olan 100 ng/mL dexketoprofen trometamol ile lenfositler 1 saat siireyle
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maruz birakilmigtir. Maruziyet sonrast RNA blood mini kit kullanilarak RNA izolasyonu
gerceklestirilmistir. RNA’lar izole edildikten sonra nanodropta 6l¢iim yapilmis ve yeterli
miktarda RNA izole edildikten sonra RT2 First Strand Kiti ile cDNA sentezi
gerceklestirilmistir. Bu cDNA’lar DNA hasar yolagindaki genlerin anlatiminin
degistigini belirlemek igin RT? profiler PCR arraylerinden PAHS-029Z kullanilmustir.

3.4.1. Real time PCR’da kullanilan ekipman, kimyasal ve ticari kitler

Santrifiij, floresan mikroskop, inkiibatér, pH metre, su banyosu, flow kabin,
buzdolabi, hassas terazi, steril kabin, otoklav, cedex cihazi, cedex cihaz lamu, , tarti, distile
su cihazi, Real Time QPCR sistem cihazi, PCR mikro santrifiij tiipleri, PCR tiipleri,
filtreli steril uglar, falcon tiip, mikropipet, enjektor, 1,5 mL ependorf tiipii , nano-drop
Real PCR igin rezervuar.

Kromozom medyumu (Biochrom), Histopaque 1077 (Sigma), RPMI-1640 (Sigma),
Trizma Base (Sigma), Fosfat tampon (PBS) tabletleri, Tripan Blue (Applichem),
Dexketoprofen trometamol (SantaCruz), agaroz (Sigma), MOPS (Applichem),
Formaldehit (Merck), Formamid ( Merck), DEPC ( Sigma), B-Merkaptoetanol (Sigma).
QlAampRNA Blood Mini Kit (Qiagen), RNase-Free DNase Set (Qiagen), QlAshredder
(Qiagen), RT2 First Strand Kit 12’li (SABiosciences), RT2 SYBR Green qPCR Master
Mix (SABiosciences), RT2 profiller PCR Human DNA damage signaling pathway
(PAHS-029A).

3.4.2. Lenfosit izolasyonu

Saglikli, goniillii, ilag kullanmayan, sigara igmeyen 2 kisiden heparinle alinan
periferik kandan Histopaque 1077 yontemi ile lenfosit izole edilmistir. Izolasyona
baslamadan yaklasik bir saat 6nce histopaque oda 1sisinda, RPMI 37° C’de bekletilmistir.
Her goniilliiden 10 mL kan alinip i¢inde histopaque (10 mL) bulunan tiipiin i¢ine yavasga
damla damla ilave edilmis ve 400 g.de 30 dakika santriflij edilerek izole edilmistir.
Lenfositlerin lizerine 10 mL PBS soliisyonu eklenerek 250 g. de 10 dakika santrifiij
yapilmis ve siipernatan ¢ekilerek dipteki pelletin iizerine 5 mL PBS ¢ozeltisi eklenip 250
g.de 10 dakika santiriij yapilmistir (Bu islem iki kez tekrarlanmistir). Santrifiij islemleri

sonrasinda siipernatan atilip pelletin {izerine RPMI 1640 ilave edilmistir.
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3.4.3. Madde maruziyeti
Histopaque 1077 kullanilarak izole edilen lenfositler uygulanacak maddenin

belirlenen ¢esitli dozlariyla son hacim 250 ul olacak sekilde ependorflara dagitilmistir.

150 ul RMPI 1640 igindeki hiicre + 95 ul RPMI 1640 + 5 ul etken madde

Ependorflardaki  hiicreler, Dexketoprofen trometamol’iin  diger ydntemlerde
uyguladigimiz en yiiksek (750 pg/mL) ve en diisiikk (100 pg/mL) dozu kullanilarak
37°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi bitiminde ependorflar 3000 rpm’de

5 dak. santriflyj edilerek lenfositler izole edilmistir.

3.4.4. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu, RNA Blood Mini kit kullanilarak gerceklestirilmistir. Kitin
protokoliinde ¢alismasi i¢in Onerilen hiicreler 16kosit olarak belirlenmistir. Histopaque
1077 yontemi ile izole edilerek, 1 saatlik etken madde maruziyetine birakilan lenfositler
elde edilmistir. Bu asamadan sonra sirasiyla;

v" Lenfositlerin iizerine Buffer RLT plus ve Beta merkaptoetanol karigimi konularak
yavag yavas pipetaj yapilir. Pelletin RLT’de tamamen ¢oziinmesi saglanmistir. Bu
karisim genomik DNA’y1 tutan kolonlara konularak 10 000 rpm’de 2 dk. Santrifiij
edilir.

v' Santrifiij sonucu elde edilen toplama tiiptindeki lizatin hacmine esit hacimde 350
ul %70’lik etanol eklenmistir. Etanolle muamele edilmis lizatta herhangi bir
cokelme olustuysa bu ¢okeltiyi de igeren en fazla 700 pl’lik sivi RNeasy spin
kolona aktarilmistir. 12.000 rpm’de 15 saniye santrifiij edilerek, filtre yeni kolana
alimarak DNAase uygulamas1 yapilmstir.

v" Kolon iizerine 350 ul RW1 tamponu eklenerek 15 saniye en yiiksek devirde
santrifiij edilmis ve s1vi dokiilmiistiir.

v' 80 ul’lik DNaz tamponu kolon membranima eklenip ve 20-30 °C ‘de 15 dk.
bekletilmistir. Sonra kolon tizerine 350 pl RW1 tamponu eklenerek 12.000
rpm’de 15 saniye santrifiij edilmistir.

v" Kolonlarin iizerine 500 pul RPE eklenerek 15 sn. 12.000 rpm’de santrifiij

edilmistir.
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v Ardindan kolona 500 pl RPE eklendikten sonra 2 dakika 12.000 rpm’de santrifiij
edilmistir.

v" Son olarak RNeasy spin kolonu yeni bir 1.5’lik mikrosantrifiij tiipe alinmistir.
Tiipe 30 pul RNazsiz su ilave edilerek 12.000 rpm’de 1dk. santrifiijlenip RNA’lar
30 ul RNazsiz suda toplanmistir.Realtime PCR i¢in islem yapilana kadar -80
°C’de saklanmustir.

v" RNA’nin miktar ve safligini belilemek amaciyla izole edilen RNA, nanodropta
cihazinda spektrofotometrik olarak Olciilmiis 1 Ngr DNA’ya ulasilacak sekilde
DNAse, RNAse free su ile seyreltilmistir.

3.4.5. cDNA sentezi ve gercek zamanh PCR

RNA orneklerinden ¢cDNA sentezi RT2 First Strand Kit ile gerceklestirilmistir.
RNA ornekleri RNazs1z suda 500 ng/8 pl olacak sekilde hazirlanarak ve iizerine 2 pl GE
ilave edilmistir. 42°C’de 5 dk. bekletildikten sonra buz iizerine alinarak ve en az 1 dk
bekletilerek RT kokteyli hazirlanmistir. RT kokteyli, tek reaksiyon igin 5x’lik revers
transkripsiyon reaksiyonu tamponu, RNazsiz su, primer ve eksternal kontrol karisim1 ve
revers transkriptaz enzim karisitmindan olusturulmustur. Buzla muamele edilmis 10 pl
GE’li RNA o6rnegine 10 pl RT kokteyli eklendikten sonra 42°C’de 15 dk. daha sonra
95°C’de 5 dk. inkiibasyon ile cDNA sentezlenmistir. Reaksiyon sonucu, 91 pl su, 1350
pl master mix, 102 pl dilue cDNA ve 1248 pl RNazsiz ve DNazsiz su rezervuarda
birlestirilmistir. Bu karisim her kuyuya 25 pl olacak sekilde pipet ucu stirekli
degistirilerek DNA hasar1 sinyalizasyon PCR array’1 plakasina yiiklenmistir. Kuyulardaki
baloncuklar1 gidermek amaciyla plaka 25000 rpm’de 1 dk. santrifiijlenerek, MxPro
programinda ROX ve SYBR green filtreleri se¢ilmistir.

Insan igin tasarlanmis 96 kuyulu PCR array plakast DNA hasar sinyalizasyon
paneli kuyucuklarinda DNA hasan ile ilgili 84 gen barindirmaktadir. Bu genler;
ATM/ATR sinyalizasyonu, DNA tamiri, apoptoz,hiicre siklusunda yer alan genlerdir ve
islevlerine gore asagida liste halinde verilmistir.

ATM/ATR Signaling: ATM, ATR, ATRIP, BARD1, BRCA1, CDC25A, CHEK1,
CHEK2 (RAD53), CSNK2A2, FANCD2, H2AFX, HUS1, MDC1, PARP1 (ADPRT1),
RAD1, RAD17, RADS0, RAD9A, RBBP8, RNF168, RNF8, SMC1A, TOPBP1, TP53.

DNA Repair:
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Nucleotide Excision Repair: CDK7, DDB1, DDB2, ERCC1, ERCC2 (XPD),
LIG1, NTHL1, OGG1, PCNA, PNKP, RPA1, SIRT1, TP53, XPA, XPC.

Base-Excision Repair: APEX1, FEN1, LIG1, MBD4, MPG, NTHL1, OGGl,
PARP1 (ADPRTL1), PCNA, TP53, UNG, XRCC1.

Mismatch Repair: ABL1, EXO1, MLH1, MLH3, MSH2, MSH3, PCNA, PMS1,
PMS2,

Double Strand Break Repair: ATM, BLM, BRCAL, CHEK1, H2AFX, HUSL,
LIG1, MDC1, MLH1, MRE11A, NBN (NBS1), PRKDC, RAD50, RAD51, RPAL,
TP53BP1, XRCC2, XRCC6 (G22P1).

Other Genes: ATR, ATRIP, ATRX, BARD1, BRIP1, CHEK2 (RAD53), CIB1,
CRY1, FANCA, FANCD2, FANCG, GADD45A, GADD45G, RAD1, RAD17, RAD18,
RAD21, RAD51B, RADY9A, RBBP8, REV1, RNF168, RNF8, SMC1A, SUMO1],
TOPBP1, XRCC3.

Apoptosis: ABL1, ATM, BARD1, BAX, BBC3, BRCA1l, CDKNI1A
(p21CIP1/WAF1), CHEK2 (RAD53), CIB1, CSNK2A2, PPP1R15A (GADD34),
PRKDC, RAD21, RADYA, SIRT1, TP53.

Cell Cycle: ATM, ATR, ATRIP, CDC25A, CDC25C, CDK7, CDKN1A
(p21CIP1/WAF1), CHEK1, CHEK2 (RAD53), DDIT3 (GADD153/CHOP), MAPK12,
MCPH1, MDC1, PPM1D (http-3).

3.4.6. Real time PCR analiz
v" cDNA sentezinden sonra PCR tiipleri soguk bloga alinmugtir.
v" Bagka bir PCR tiipiiniin igerisine 90 ul RNase-DNase free water konur ve {izerine
10 pl cDNA eklenir.
v ¢DNA’lar 1/10 oraninda diliie edilir.

<\

Real time PCR miksi hazirlanir ( Primer prob 1 pl, master miks 10 pl, H20 4 pl).

v" Real time PCR miksinden 15 ul, diliie edilmis cDNA’lardan 5 pl toplamda 20 pl
hacime sahip karisim her bir gen i¢in hazirlanmistir.

v Bu karigim her kuyuya 20 pl, olacak sekilde pipet ucu siirekli degistirilerek RT2
profiler PCR arrayi plakasina yiiklendi.

v" Kuyulardaki baloncuklar1 gidermek amaciyla plaka 25000 rpm’de 1 dk.

santrifiijlendi.

v" Ornekler cihaza yiiklenmis ve real time pcr baslatilmistir.
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v" MxPro programda ROX ve SYBR green filtreleri segilerek termal profil Sekil
3.1’te belirtildigi gibi ayarlandi.

100

75-

Temperature
o
?

25-

Segment 1 Segment 2 Segment 3
1 Cycle 40 Cycles 1 Cycle

Sekil 3.1. Ger¢ek zamanli RT-PCR termal profili

4. BULGULAR
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4.1. Dexketoprofen Trometamoliin Mikronukleus Olusumu ve Hiicre
Proliferasyonu Uzerine Etkisi

Dexketoprofen trometamol’iin 1000,750,500,250 ve 100 pug /mL’lik dozlarina, 24 ve 48
saat maruz kalan insan lenfosit hiicrelerinde, 1000 pg /mL’lik dozun her iki maruziyet
stiresi i¢in de toksik etki gosterdigi ve 24 saatlik maruziyette LDsp sinirin1 olusturdugu
saptanmistir.

Bunun yanisira 24 saatlik maruziyette toksik etki gostermeyen 750 pg /mL’lik
konsantrasyonun, 48 saatlik uygulama siiresi sonunda, hiicreleri nekrotik bir siirece
gotiirerek LDsp 0zelligine sahip oldugu tespit edilmistir.

Genotoksik etkiyi belirlemeye yonelik ¢aligmalarin, toksik olmayan dozlarla yapilmasi
gerektigi icin, 1000 pg /mL’lik konsantrasyon hiicre yapisin1 bozdugu ve boliinmeyi
durdurdugu i¢in, CPI ve MN sayimlarinda degerlendirmeye alinamamustir.

Ayni etki, 750 pg /mL’lik dozun 48 saat uygulanmasi ile ortaya ¢iktig1 i¢in, yine CPI ve
MN sayimlarinda herhangi bir deger kaydedilememistir.

Bu veriler, Dexketoprofen trometamol’tin 1000 pg /mL’lik dozunun her iki siirede, 750
pg /ml’lik dozunun ise sadece 48 saatlik muamelede, insan lenfosit hiicreleri lizerinde
sitotoksik ve sitostatik etkilere sahip oldugunu gostermektedir (Sekil 4.4-4.5).

Buna ragmen, daha diisiik olan dozlarm (500pg /mL, 250pg /mL, 100pg/ mL) lenfosit
hiicrelerinin yasamsal faaliyetlerine ve ¢ogalma dongiilerine herhangi bir etkisi olmadigi,
CPI degerlerinin kontrole gére anlamli bir fark gostermemesiyle ortaya ¢ikmistir (Tablo
4.1.-4.5 ve Sekil 4.4-4.5).

Dexketoprofen trometamol’iin kromozomal hasar olusturmak suretiyle, mikronukleus
yapisint meydana getirme potansiyeli degerlendirilecek olursa, 24 saatlik maruziyet
stiresinde, 750 ve 500 pg /mL’lik konsantrasyonlarin, 48 saatlik maruziyet siiresi sonunda
ise 500 pg /mL’lik dozun zayif bir klastojenik aktiviteye sahip oldugu soylenebilir (Tablo
4.1-4.5 ve Sekil 4.4-4.5).

Zira bu uygulamalar sonrasinda elde edilen verilerin spontan kontrol degerleriyle
karsilastirilmast sonucunda, istatistiksel olarak, * P< 0.05 anlamlilik degeri bulunmustur.
Pozitif kontrol uygulamasindan elde edilen sonuglarin anlamlilik derecesi ise ** P< 0.01,

ve ¥** P<(0.001 diizeyinde olmustur (Tablo 4.1-4.5).
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Sekil 4.1. Mikronukleuslu biniikleat hiicre (40x)

Sekil 4.2. Tek mikronukleuslu ¢ok ¢ekirdekli hiicre (40x)
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Sekil 4.3. Tek ¢ekirdekli, iki ¢ekirdekli ve ii¢ ¢ekirdekli hiicreler (40X)
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Tablo 4.1. Birinci donérden saglanan lenfosit hiicrelerinin, Dexketoprofen trometamol ile 24 ve 48 saat

muamelesi sonucu elde edilen MN ve CPI degerleri

Siire 24 saat _
Doz Sa"yllan Tgk N. Ik'|. N. (;gk N. MN
Madde hicre | hicre s. hicre s. hucre s. CPI
(Mg/ml) S sayisl
Spontan - 1000 | 711 240 49 2 1.338
Pozitif kont. 882 116 2
(MMC) 0.3 1000 14 1.120
750 1000 | 801 198 - 8 1.200
Dexketo
profen 500 1000 | 713 283 4 5 1.291
trometamol
250 1000 | 672 315 13 1.341
100 1000 | 640 330 30 1.390
Sire 48 saat _
Doz Sa"yllan T§k N. Ik'|. N. Colg N. MN
Madde hiicre | hicre s. hicre s. hicre CPI
(Mg/ml) S s sayisl
Spontan - 1000 | 711 240 49 3 1.279
Pozitif kont 992 8 -
(MMC) 0.3 1000 25 1.002
750 - - - - - -
Dexketo 500 1000 866 130 4 5 1138
profen
trometamol
250 1000 | 847 152 1 1.154
100 1000 | 702 276 22 1.320
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Tablo 4.2 Ikinci donérden saglanan lenfosit hiicrelerinin, Dexketoprofen trometamol ile 24 ve 48 saat
muamelesi sonucu elde edilen MN ve CPI degerleri

Siire 24 saat _
Doz Sa"yllan Taek N. Ik_|. N. ng N. MN
Madde hicre | hlicre s. hiicre s. hicre s. CPI
(bg/mi) S saylsl
Spontan - 1000 755 220 25 5 1.270
Pozitif kont. 895 105 -
(MMC) 0.3 1000 22 1.105
750 1000 | 968 32 - 13 1.032
Dexketo
profen 500 1000 898 102 - 7 1.102
trometamol
250 1000 |882 115 1.121
100 1000 |851 144 1.154
Siire 48 saat
Sayilan | Tek N. iki N. Cok N.
Madde . hicre | hlicre s. hiicre s. hicre MN CPI
(Mg/ml) S S sayisl
Spontan - 1000 | 788 195 17 6 1.229
Pozitif kont 983 17 -
(MMC) 0.3 1000 31 1.017
750 - - - - - -
Dexketo 500 1000 | 96° 31 - 8 1.031
profen
trometamol
250 1000 | 846 152 2 1.156
100 1000 | 804 185 11 1.207
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Tablo 4.3. Uciincii donérden saglanan lenfosit hiicrelerinin, Dexketoprofen trometamol ile 24 ve 48 saat
muamelesi sonucu elde edilen MN ve CPI degerleri

Siire 24 saat _
Doz Sa"yllan Tgk N. Ik'|. N. (;gk N. MN
Madde hicre | hicre s. hicre s. hucre s. CPI
(Mg/ml) S sayisl
Spontan - 1000 | 780 205 15 5 1.235
Pozitif kont. 900 100 2
(MMC) 0.3 1000 20 1.104
750 1000 | 604 395 1 9 1.397
Dexketo
profen 500 1000 | 585 378 37 6 1.452
trometamol
250 1000 | 985 395 20 1.435
100 1000 | 693 277 30 1.337
Siire 48 saat _
Doz Sa"yllan T§k N. Ik'|. N. Colg N. MN
Madde hiicre | hicre s. hicre s. hicre CPI
(Mg/ml) S S sayisl
Spontan - 1000 755 203 42 5 1.287
Pozitif kont 990 10 -
(MMC) 0.3 1000 34 1.010
750 - - - - - -
Dexketo 500 1000 |°10 90 - 7 1.090
profen
trometamol
250 1000 | 670 314 16 1.346
100 1000 | 747 238 15 1.268
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Tablo 4.4. Dérdiincii dondrden saglanan lenfosit hiicrelerinin, Dexketoprofen trometamol ile 24 ve 48

saat muamelesi sonucu elde edilen MN ve CPI degerleri

Siire 24 saat _
Doz Sa“yllan Taek N. Ik_|. N. ng N. MN
Madde hicre | hlicre s. hiicre s. hiicre s. CPI
(Mg/ml) S sayisl
Spontan - 1000 | 795 185 20 3 1.225
Pozitif kont 888 112 -
(MMC) 0.3 1000 18 1.112
750 1000 | 883 117 - 7 1.117
Dexketo
profen 500 1000 | 778 218 4 4 1.226
trometamol
250 1000 | 666 325 9 1.343
100 1000 | 691 274 35 1.344
Siire 48 saat
Sayilan | Tek N. iki N. Cok N.
Madde . hicre | hlicre s. hiicre s. hicre MN CPI
(Mg/ml) S S sayisl
Spontan - 1000 | 800 178 22 4 1.222
Pozitif kont 975 25 -
(MMC) 0.3 1000 29 1.025
750 - - - - - -
Dexketo 500 1000 777 222 1 5 1,224
profen
trometamol
250 1000 | 725 258 17 1.292
100 1000 | 679 270 o1 1.372
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Tablo 4.5. Insan lenfosit hiicrelerinin, Dexketoprofen trometamol ile 24 ve 48 saat muamelesi sonucu
elde edilen ortalama MN ve CPI degerleri

24 saat
Doz incelenen | ort.MN (£SS) | ort. CPI
Madde |\ omi) | hiicres. (£SS)
Spontan - 4000 3.75+1.50 1.26+0.04
Pozitif kont 18.50+3.41*** | 1.10+0.00**
(MMC) 0.3 4000
750 4000 9.25+2.62* 1.18+0.15
Dexketo 5.50+1.29* 1.2620.14
profen 500 4000
trometamol
250 4000 3.75+0.95 1.29+0.13
100 4000 4.00+1.82 1.30+0.10
Sure 48 saat
Madde Doz incelenen | ort.MN (£SS) | ort. CP!I
(ug/ml) hicre s. (£SS)
Spontan - 4000 4.5+1.29 1.24+0.03
Pozitif kont 29.75x3.77*** | 1.01+£0.00***
(MMC) 0.3 4000
750 toksik - -
Dexketo 500 4000 6.25+1.50 1.11+0.07
profen
trometamol
250 4000 5.75+2.06 1.23+0.09
100 4000 6.00+0.81 1.28+0.07

MN: Mikronukleus, MMC: Mitomisin-c, CPI: Hiicre Proliferasyon indeksi
+ SS: Standart sapma degerleri
*P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001 (Paired sample-Student’s t- test)
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Sekil 4.4. Dexketoprofen trometamoliin ortalama MN sayist tizerine etkisi
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Sekild.5. Dexketoprofen trometamoliin ortlama CBPI degerleri tizerine etkisi

4.2. Dexketoprofen Trometamoliin DNA Hasar1 Uzerine Etkisi

Dexketoprofen trometamol ile muamele edilen insan periferal lenfosit
hiicrelerindeki DNA hasari, Comet yontemi ile degerlendirilmistir. Etken maddenin farkli
dozlar1 (1000,500,250 ve 100 pug /mL) ile 1 saat muamele edilen hiicrelerde DNA kuyruk
uzunlugu ve kuyruk yogunlugu degerleri, spontan kontrol degerlerine gore ¢cok anlamli
Olciide artis gostermistir. Dexketoprofen trometamol’iin Comet parametreleri her bir doz
icin 200 adet hiicrede incelenmis ve analiz edilmis daha sonra ayni1 sayida kontrol verisi

ile karsilagtirilarak istatistiksel acgidan degerlendirilmislerdir. Bu degerlendirmeler
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sirastyla, Comet ortalamasi (Comet mean), kuyruk uzunlugu (tail length), kuyruk
yogunlugu (tail intensity) i¢in yapilmustir. Belirlenen bu parametler igin yapilan
istatistiksel analizlerde kontrol grubu ile madde uygulanmis gruplar arasinda istatistiksel
olarak 6nemli farklarin (*** P< 0.001) bulundugu tespit edilmistir. Kuyruk uzunlugu ve
yogunlugundaki artis, DNA ipliginde tek ya da ¢ift zincir kirilmalariyla gerceklesen DNA
hasarinin gdstergesidir. insan periferal lenfosit hiicrelerinde dexketoprofen trometamol
maruziyetiyle ortaya ¢ikan bu etkinin, uygulanan tiim dozlarda (1000-500-250 ve 100 pg
/mL) oldukea yiiksek diizeyde (*** P< 0.001) olmasi dikkat ¢ekicidir.

Tablo 4.6 Dexketoprofen trometamoliin tiim dozlarvun 1 saat muamele edilmis insan periferal
lenfositlerinde DNA hasart

Kuyruk Uzunlugu Kuyruk Yogunlugu
Dozlar ( pgH/ml)
N: hiicre sayisi
MEAN*SD P MEAN * SD P
degeri degeri
DEX 1000 N:200 28.97 + 26.03 ¥ 6.21212.17 ok
DEX 500 N:200 29.10 £27.17 *** | 5.201£10.42 ol
DEX 250 N:200 2.51+22.30 *xo0.41+1.47 ok
DEX 100 N:200 17.69 +13.38 k1 1.59+4.35 ok
H202 N:50 75.19 £8.88 ** 1 3.63+9.16 ok
SPONTAN N:200 14.23 £+ 5.65 0.41+ 1.47

DEX: Dexketoprofen trometamol,

H202: Hidrojen Peroksit, N: Hiicre sayisi, Mean: ortalama

SD: Standart sapma degerleri * P< 0.05, ** P<0.01, *** P<0.001 (Independent

samples —two tail- Student’s t- test)

40




80
75
70
65
60
55
50
45
40
35
30
25

20
15
10
- 7 7 . -
la 1b 2a 2b 3a 3b 4a 4b 5a 5b 6a

la. Kontrol: kuyruk uzunlugu ortalamasi

1b. Kontrol: kuyruk yogunlugu ortalamasi

2a. dexketoprofen trometamol 1000pug/ml: kuyruk uzunlugu ortalamasi
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3a. dexketoprofen trometamol 500pg/ml: kuyruk uzunlugu ortalamasi
3b. dexketoprofen trometamol 500pg/ml: kuyruk yogunlugu ortalamasi
4a. dexketoprofen trometamol 2500pug/ml: kuyruk uzunlugu ortalamasi
4b. dexketoprofen trometamol 250pg/ml: kuyruk yogunlugu ortalamasi
Sa. dexketoprofen trometamol 100pug/ml: kuyruk uzunlugu ortalamasi
5b. dexketoprofen trometamol 100pg/ml: kuyruk yogunlugu ortalamast
6a.H202: kuyruk uzunlugu ortalamasi

6b. H202: kuyruk yogunlugu ortalamasi

€]

6b

Sekil 4.6. Farkli dozlarda Dexketoprofen trometamol ile 1 saat muamele edilmis insan periferal
lenfositlerindeki DNA hasarmin kuyruk uzunlugu ve kuyruk yogunlugunun kontrol ile karsilastiriimasi

Dexketoprofen trometamol her kisinin her muamele grubu ve kontrol gruplari
toplam 200 olacak sekilde hiicreler incelenmis ve cometler tespit edilmistir. Dort donérle
yapilan deneyler sonucunda, her biz doz ve madde i¢in 50 hiicre sayilmis, hiicredeki
cometlerin sayisi spontan ve pozitif kontrolle karsilastirilarak 1 saatlik stirelerdeki kuyruk
uzunlugu ve kuyruk yogunluklar1 arasinda anlamlilik degerleri, standart sapmalara bagh
olarak degerlendirilmistir.

Comet parametreleri arasinda belirleyici 6zellige sahip olan kuyruk uzunlugu ve
kuyruk yogunlugu ortalamalar1 igin ¢izelgeler ve sekil hazirlanmistir (Sekil 4.6).
Cizelgelerde goriildiigii gibi tiim dozlarda kuyruk uzunlugu ve kuyruk yogunlugu spontan
kontrole gore ciddi sekilde artirmis hiicredeki DNA’nin yapisinit bozdugunu ve hasar
olusturdugunu gostermistir. Hasarin tespiti i¢in floresan bir boya olan EtBr kullanilmis

ve fliloresans mikroskobunda inceleme yapilarak fotograflanmis ve Comet GoOriintii

41



Isleme ve Analiz Programi Sistemi Programi (Comet IV) kullanilarak degerlendirilmistir

(Sekil 4.7-4.12).

Sekil 4.7. Kontrol grubunda degerlendirmeye alinan hiicreler (40X)

Sekil 4.8. Dexketoprofen trometamoliin 1000 ug/mL dozunda 1 saat muamele edilmis insan

periferal lenfositlerinde DNA hasarinda degerlendirmeye alinan hiicreler (40X)

Sekil 4.9. Dexketoprofen trometamoliin 500 ug/mL dozunda 1 saat muamele edilmis insan periferal

lenfositlerinde DNA hasarinda degerlendirmeye alinan hiicreler (40X)
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Sekil 4.10. Dexketoprofen trometamoliin 250 ug/mL dozunda 1 saat muamele edilmis insan

periferal lenfositlerinde DNA hasarinda degerlendirmeye alinan hiicreler (40X)

Sekil 4.11. Dexketoprofen trometamoliin 100 ug/mL dozunda 1 saat muamele edilmis insan

periferal lenfositlerinde DNA hasarinda degerlendirmeye alinan hiicreler (40X)

Sekil 4.12. Dexketoprofen trometamoliin H>O, ile 1 saat muamele edilmis insan periferal

lenfositlerinde DNA hasarinda degerlendirmeye alinan hiicreler (40X)

Tiim veriler Comet IV analiz programi ile degerlendirilerek, hasarli hiicrelerin,
kuyruk uzunlugu ve kuyruk yogunlugu gibi comet parametreleri 6l¢iilmiis, elde edilen

degerler kontrol gruplariyla karsilastirilarak istatistiki veriler elde edilmistir. Istatistiksel
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degerlendirmede SPSS programinda yer alan, two-tail Student t-test (independent
samples test) kullanilmistir. Dexketoprofen trometomol’iin tiim dozlarmin 1 saatlik
maruziyetlerinin spontan kontrol grubu degerleriyle karsilastirilmasi sonucunda, DNA
kuyruk uzunlugu ve yogunlugu parametrelerinde istatistiksel olarak ¢ok anlamli farklar

bulunmustur.

4.3 Dexketoprofen trometamol’iin DNA Hasar Yolagiyla Ilgili Genlerde Anlatimin
Gercek Zamanh RT-PCR ile Analizi
Dexketoprofen trometamol ile muamele edilen lenfosit hiicrelerinde DNA hasar

yolaginda is goren genlerin isimleri, 96 kuyulu plakada bulundugu yerleri Sekil 4.13’te

verilmektedir.
ABL1 A RD1 APEX1 ATM ATR ATRX BRCA1 H DKT CHEKA1 HEK2
Al AQ2 AD AD4 AQDS A0S AD ADD A10 Al1 Al12
1B1 IDEA RY1 DDB1 DDl D 1 ERCC1 EXO1 FANCG FEN1 XRCCH
BO1 BO2 BO BO4 BO5 B0S BO BOD B10 B11 B12
ADD45A ADD45( GTF2H1 TF2H2 GTSE HUS1 IPS XRCCSBP1 1G1 MAP2KS
01 02 0 Co4 05 06 0 08 10 1 12
APK12 BD4 H1 MLH3 AT PG RE11A SH mfH 4BP2 B
D01 Do2 Do D04 D05 D0g D Do9 D10 D11 D12
[THL1 o 1 PCEP4 PCHNA AlIFM1 PMS1 PMS2 PNKP PPP1R15A PREKDC RAD1
E01 E02 EO ED4 EO5 E0S EQ EQD E10 E11 E12
RAD1 RAD1B RAD21 RADSD RADS1 RADS1B RADDA REV1 RPA1 SEMALA SESH1
FO1 Fo2 FO4 FO5 FO8 FO FOr F10 F11 F12
SMC1A SUMO1 TP5 TPT3 TREX1 U HPA XRCC1 XRCC2 HRC ZA
01 02 GO Go4 GO05 05 GO 09 G10 G111 G112
B2 HPRT1 RPL13A APDH ACTB HGDC R RTC PPC PP PP
HO1 Ho2 HO HO4 HO5 HOG HO HOD H10 H11 H12

Sekil 4.13. DNA hasar yolaginda yer alan genlerin plakadaki yerleri (http-4)

Bu deney i¢in uygulanan ve lenfositler iizerindeki etkisi arastirilan dexketoprofen
trometamolun en yiiksek 750 pg/mL ve en diisiik 100pug/mL dozlar segilerek 1 saatlik
etken maddeye maruz kalmasiyla DNA hasar yolagindaki genlerde meydana getirdigi
hasar belirlenmistir. 2 donorun oldugu deneyde 2,5 kat ve lizerinin esik deger olarak

belirlendigi upregule/down regule olan genler plot/plot grafigiyle elde edilmistir.

Sekil 4.14 ve sekil 4.15’ te biri erkek biri bayan olan saglikli donorlere 750 pg/mL etken
madde uygulamasi sonunda genlerin seviyelerinde meydana getirdigi grafikler
verilmistir.

Sekil 4.16 ve sekil 4.17 de biri erkek biri bayan olan saglikli dénorlere 100 pg/mL
etken madde uygulamasi sonunda genlerin seviyelerinde meydana getirdigi grafikler

verilmistir.
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Group 1 vs. Control Group

Log10 (Normalized Expression Group 1)
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Log10 (Normalized Expression Control Group)

\ Upregulated @ Unchanged @ Downregulated |

Sekil 4.14. Birinci dondriin lenfosit hiicrelerine uygulanan 750 ug/mL etken maddenin gen seviyelerinde
meydana getirdigi etki

Group 1 vs. Control Group

ized Expression Group 1)

-5 - -3 -2 -1 0 1
Log10 (Normalized Expression Control Group)

Upregulated @ Unchanged @ Dowm'egulatedl

Sekil 4. 15. Jkinci dondriin lenfosit hiicrelerine uygulanan 750 ug/mL etken maddenin gen seviyelerinde
meydana getirdigi etki
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Croup 1 vs. Control Group

Log10 (Normalized Expression Group 1)
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Sekil 4.16. Birinci donorun lenfosit hiicrelerine uygulanan 100 ug/mL etken maddenin gen seviyelerinde
meydana getirdigi etki

Group 1 vs. Control Group

Log10 (Normalized Expression Group 1)

-5 -4 -3 -2 -1 0 1
Log10 (Normalized Expression Control Group)

\ Upregulated @ Unchanged @ Downregula(ﬂ.d\

Sekil 4.17. Ikinci dondrun lenfosit hiicrelerine uygulanan 100 ug/mL etken maddenin gen seviyelerinde
meydana getirdigi etki
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750 pg/mL dexketoprofen trometal uygulamasi sonucunda elde edilen verilerde
DNA hasar sinyal yolagi plakasinda yer alan ve ortak olarak seviyesini artiran genler
XPC, XRCC6, PNKP olarak belirlenmis, gen anlatimin1 azaltan ortak genlerin RBBPS,
PRKDC, NBN, MCPHI, MCPH1, CDKNI1A, DDIT3, PPP1R15A oldugu saptanmustir.
100 pg/mL dexketoprofen trometamol uygulamasi sonucunda elde edilen verilerde DNA
hasar sinyal yolagi plakasinda yer alan ve ortak olarak seviyesini artiran genler XPC,
XRCC6 olarak belirlenmistir. ikinci dondrden bagimsiz olarak diisiiniildiigiinde bazi
genlerin anlatimmi asirt artirdigi da gozlenmistir. Bu genler GADD45G, PNKP
genleridir.

Gen anlatimini azaltan ortak genlerin DDIT3, FEN1, NBN, UNG, B2M, RPLP0O
oldugu saptanmustir. Ikinci donordan elde edilen veriler tek basina degerlendirildiginde
CDKN1A, MCPH1, NBN, PRKDC, DDIT3, PPP1R15A gibi genlerin ifadelerinde

yiiksek oranlarda azalma goriilmiistiir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Diinya’da ila¢ kullanimi periyodik bir artis gdstermektedir. Bu bilingsiz tiiketim,
yan etki vb. ¢esitli sorunlar1 da beraberinde getirerek, insan sagligini tehlikeye
sokmaktadir. Insanlarin bilingsiz olarak tiikettigi ilaglarin basinda agr1 kesiciler
gelmektedir. Agrilarin farkli sebepleri ve mekanizmalar1 nedeniyle kullanilan agri kesici
ilaglarin da gesitliligi artmistir. NSAI (Non stereoid anti inflamatuar) ilaglar diinya
capinda en cok kullamilan agri kesici ilaglardan biridir. NSAI grubu ilaglar, farkli
mekanizmalara etki edebildikleri i¢in bir¢ok farkli agri tipinde rutin olarak ve yaygin bir
sekilde kullanilmaktadirlar (Hanna vd. 2003). Deksketoprofen, nonsteroidal bir ilag olup
ketoprofenin aktif enantiomeridir. Deksketoprofene trometamol eklenmesiyle ilag
¢cOziiniirligli artirllarak, daha hizli absorbsiyon ile kisa siirede uygun plazma
konsantrasyonuna ulagmasi saglanmistir (Moore ve Barden, 2008). Agri kesiciler
icerisinde yer alan etken maddeler bu sekilde daha hizli etki etme Ozelligine
kavusabilmektedir. Ancak bunlarin insan hiicrelerinde meydana getirebilecegi sitotoksik
ve genotoksik etkiler heniiz ¢ok iyi bilinmemektedir.

Yapilan literatiir aragtirmalarinda, nonsteroidal ilaglarin geneli de dahil olmak iizere
Deksketoprofen ve tiirevlerinin hiicreler {lizerindeki toksisitesini ya da genotoksik
potansiyelini ortaya koyan herhangi bir ¢alismaya ulasilamamistir. Bu konudaki literatiir
bilgisi ac181 oldukga biiyiiktiir. Insan kullaniminda rutin olarak yer almis ilag¢ etken
maddelerinin insan hiicreleri iizerindeki sitotoksik etki diizeylerinin belirlenmesi ve
sitotoksik olmayan konsantrasyonlarinin ise genotoksik potansiyel yoniinden sinanmasi
gerekliligi bulunmaktadir.

Bu c¢aligmada, dexketoprofen trometomal’iin saglikli insan lenfosit hiicrelerindeki
klastojenik aktivitesi Sitokinez Bloklama Mikronuklues (CBMN) yontemi ile, DNA tek
ve ¢ift ipligi tizerindeki genotoksik etkileri Comet testi ile, DNA onarim genlerinin ifade
diizeyleri iizerine etkileri ise Ger¢cek Zamanli Ters Transkripsiyon Polimeraz Zincir
Reaksiyon Panel Sistemi (RT?- PCR Assay) ile arastirilmigtir.

Elde edilen bulgular 1s181nda, Dexketoprofen trometamol’tiin 750,1000 pg /mL ve
daha yiiksek dozlarinin in vitro kosullarda, saglikli insan lenfosit hiicreleri tizerinde toksik
etkiler olusturabidigi, 750 ve 500 ug /mL’lik dozlarmin ise MN olusumunu diisiik
diizeyde de olsa ylikselterek, kromozomal diizeyde (klastojenik) bir aktiviteye sahip
olabildigi goriilmistiir. Aym1 zamanda, uygulanan Comet testi sonucunda, etken

maddenin 1000,500,250 ve 100 pg /mL konsantrasyonlarda uygulandigi hiicrelerde,
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DNA kuyruk uzunlugu ve kuyruk yogunlugu gibi Comet parametre degerlerini spontan
kontrol degerlerine gore olduk¢a anlamli Olgiide arttirmak suretiyle DNA’da iplik
kirilmasi tipinde genetik hasar olusturabildigi de saptanmustir.

Diger yandan DNA hasarlarinin onarimi ile ilgili olan bir grup genin (ATM/ATR
sinyal yolagi genleri, DNA tamir genleri, niikleotid tamir genleri, baz tamir genleri, yanls
eslesme tamir genleri, ¢ift zincir kiriklarini tamir genleri, apopitoz genleri, hiicre siklusu
genleri) ifadesindeki degisimler mRNA seviyesinde incelendiginde ise, dexketoprofen
trometamol maruziyetinin paneldeki genlerin bir¢ogunda ifade degisikligine neden
oldugu tespit edilmistir.

Her iki vericiden saglanan hiicrelerde, uygulanan 750 ve 100 ng/mL dexketoprofen
trometamol konsantrasyonlarinin, ortak olarak, DNA hasar sinyal yolag: plakasinda yer
alan XPC, XRCC6 ve PNKP genlerinin ifade diizeylerini 6nemli 6l¢iide arttirmis olmasi,
calismamizda bu genlerin diger genler arasindan 6n plana ¢ikmasina neden olmustur. S6z
konusu genlerden XRCCG6 geni, DNA ¢ift zincir kiriklari onarim yolunda, XPC ve PNKP
ise Niikleotit Kesip-Cikarma Onarim yolunda gorev yapmaktadir. Niikleotid Kesip-
Cikarma onarimi (NER), oldukg¢a siki korunmus, ¢ok yonlii ve giicli DNA onarim
yoludur. Memeli NER’in molekiiler mekanizmast olduk¢a komplekstir ve bu
mekanizmada farkli fonksiyonlara sahip bir¢ok gen ve protein rol oynamaktadir (Kog,
2010).

Bu tez calismasina saglik sektorii tarafindan tedavi amacli olarak insan kullanimina
sunulmus olan bir ila¢g etken maddesinin insan sagligi agisindan sorgulanmasi
gerekliliginden yola ¢ikilarak baslanmistir. Piyasada satisi ve kullanimi, ilgili
kuruluslarca onaylanmis pek ¢ok ilacin prospektiisiinde bulunma zorunlulugu olmayan
genotoksik etkilere ait veriler géz ard1 edilmektedir.

Tez galismasinda uygulanmis olan testler ile insanlarda gesitli amaglarla ve yaygin
bicimde agr1 kesici ilag etken maddesi olarak kullanilan dexketoprofen trometamol’iin
saglikli insan hiicreleri lizerinde, klastojenik ya da andjenik etkiyle kromozomal hasarlar
yaratabilecegi, DNA iplik kirilmalariyla gesitli mutajenik etkiler olusturabilecegi ve DNA
onarimiyla iligkili gen ifade diizeylerinde meydana getirdigi degisimler ile genotoksik bir
potansiyel tasiyabilecegi bulgularina ulasilmistir.

Ilerleyen siirecte, bu bilimsel verilerden olusturulacak arastirma iiriinlerinin, bu

konuda eksikligi goriilen ulusal ve uluslararasi literatiir bilgisine katki saglayacagi ve ilag
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kullaniminda gbzardi edilen genotoksik hasarlanma konusunda olusturulmasi gereken
toplumsal bilince de 6nemli bir vurgu yapacagi diisiiniilmektedir.

Bu calismadan elde edilen veriler sayesinde, giinliik hayatta sikca tiiketilen agr1
kesicilerden birine ait etken maddenin, insan genomu iizerinde meydana getirebilecegi
genotoksik riskler konusunda farkli bir bilinglenme saglanmis olacaktir.

Bu calisma ile elde edilen sonuglarin benzer ya da daha ileri calismalarla
desteklenmesi ile yetersiz olan bilimsel verilerin ve bu yondeki bilinglenmenin artmasi

temenni edilmektedir.
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