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OZET

Avdan, F. Serviks Kanser Hiicrelerinde Diklofenak Sodyumun Sisplatin
Sitotoksisitesi Uzerine Etkilerinin Incelenmesi. Hacettepe Universitesi Saghk
Bilimleri Enstitiisii Farmasotik Toksikoloji Program Yiiksek Lisans Tezi, Ankara,
2022. Serviks kanseri kadinlarda en sik goriilen ikinci kanser tiirii olup meme ve akciger
kanserinden sonra kanserden oliimlerin 6nde gelen ii¢iincii nedenidir. Servikal kanserin
miimkiin olan en iyi tedavisi radyasyon ve sisplatin bazli kemoterapi kombinasyonudur.

NSAII’ler prostaglandin sentezini katalizleyen siklooksijenaz (COX) enzimlerini inhibe
etmesiyle en iyi bilinir. Baz1 epidemiyolojik calismalar NSAIi’lerin kanser insidansini
azaltilabilecegini gdstermektedir. NSAIi'lerin ¢esitli kanser hiicre hatlarinda malign
dontisiimii engelledigi, timor baskilayici olarak islev gosterdigi, apoptozisi arttirabildigi
ve baz1 antikanser ilaglarin sitotoksik etkinligini arttirabildigi gdsterilmistir. NSAII bir
ila¢g olan diklofenak sodyumun insan serviks kanser (HeLa) hiicrelerinde sisplatin
sitotoksisitesi lizerine etkisinin olabilecegi disiiniilmektedir. Kemoterapide sisplatin ile
birlikte diklofenak sodyumun kombine etkilerine dair ¢alismalar oldukga yetersizdir. Bu
calisma MTT yontemi kullanilarak sisplatinin diklofenak sodyum kombinasyonlari ile
sitotoksisitesinin ~ degerlendirilmesi ve antikanser etkisine aciklik getirilmesi
amaclanmigtir. Calisma sonuglarina goére HeLa hiicresinde diklofenak sodyumun 24 ve 48
saatlik inkiibasyonda IC50 degerleri sirasiyla, 679 pM ve 238 uM bulunmustur. Sisplatin
icin 24 ve 48 saatlik inkiibasyonda IC50 degerleri sirastyla, 24 uM ve 10 pM bulunmustur.
Diklofenak sodyum 24 saatlik inkiibasyon i¢in 62,5 uM-1000 uM doz araliginda ve 48
saat inkiibasyon i¢in 31,3 uM-1000 uM doz araliginda sisplatinin IC50 degerini doz-
bagimli olarak anlamli azaltmistir. Sonug¢ olarak, bulgularimiz diklofenak sodyumun
serviks kanser tedavisinde sisplatinin sitotoksik etkinligini arttirabilecegini ve kanser
hiicre gelisimi ve ilerlemesine karsi1 6nemli bir rol alabilecegini gostermektedir; ancak
antikanser ila¢ tedavisinde kombine etkilerin dogrulanmasi i¢in daha ileri ¢alismalar

gereklidir.

Anahtar Kelimeler: Diklofenak sodyum, sisplatin, sitotoksisite, serviks kanseri
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ABSTRACT

Avdan, F. Investigation of the Effects of Diclofenac Sodium on Cisplatin Cytotoxicity
in Cervical Cancer Cells. Hacettepe University Graduate School of Health Sciences
Master Thesis in Pharmaceutical Toxicology, Ankara, 2022. Cervical cancer is the
second most common cancer in women and the third leading cause of cancer death after
breast and lung cancer. The best possible treatment for cervical cancer is a combination
of radiation and cisplatin-based chemotherapy. NSAIDs (nonsteroidal anti-inflammatory
drugs) are best known for inhibiting cyclooxygenase (COX) enzymes that catalyze
prostaglandin synthesis. Some epidemiological studies show that NSAIDs can reduce the
incidence of cancer. NSAIDs have been shown to inhibit malignant transformation in
various cancer cell lines, act as tumor suppressors, increase apoptosis, and enhance the
cytotoxic activity of certain anticancer drugs. It is thought that diclofenac sodium, an
NSAID drug, may have an effect on cisplatin cytotoxicity in human cervical cancer
(HeLa) cells. Studies on the combined effects of cisplatin and diclofenac sodium in
chemotherapy are insufficient. The aim of this study was to evaluate the cytotoxicity of
cisplatin with diclofenac sodium combinations using MTT method and to clarify the
anticancer effect. According to the study results, the 1C50 values of diclofenac sodium for
24- and 48- hours incubation were found to be 679 pM and 238 puM in HeLa cell,
respectively. The 1C50 values of cisplatin for 24 and 48 hours incubation were found to
be 24 uM and 10 pM, respectively. Diclofenac sodium significantly reduced the 1C50
value of cisplatin in dose-dependent manner at the concentration ranges of 62,5 uM-1000
uM for 24-hour incubation and 31,3 uM-1000 uM for 48-hour incubation. In conclusion,
our findings suggest that diclofenac sodium may increase the cytotoxic efficacy of
cisplatin in cervical cancer treatment and may play an important role in cancer cell
development and progression; however, further studies are needed to confirm the

combined effects in anticancer drug treatment.

Key Words: Diclofenac sodium, cisplatin, cytotoxicity, cervical cancer
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1. GIRIS

Serviks kanseri, diinyada kadinlarda meme kanserinden sonra en sik goriilen ikinci
kanser tiirii olup, en 6nemli 6liim nedenlerinden biridir. Serviks kanseri, sonradan kanser
hiicresine dontigebilecek bazi degisiklikleri takip eden siiregte ve genellikle yillar
icerisinde olugmaktadir. Servikal kanser gelisiminde herpes simpleks viriisiiniin ana
sorumlu oldugu bilinmektedir. Serviks kanserinin, tarama testleri ile erken teshis edilerek

Onlenebilen en 6nemli genital kanser tiirtidiir (1,2).

Serviks kanserinin tedavisi lokal yada sistemiktir. Lokal ileri servikal kanserin
miimkiin olan en iyi tedavisi radyasyon ve sisplatin bazli kemoterapinin bir
kombinasyonudur. Bununla birlikte, 5 yillik genel yasama orani hala sadece % 52'dir.
Arastirmalarin, tedavi sonuclarini iyilestirmek i¢in yenilikgi ilag stratejilerinin kesfine

odaklanmasi gerektigi goriilmektedir (3,4).

Sisplatin uzun yillar yaygin olarak kullanilan prototip platin kemoterapotik
ajandir. Klinikte solid tiimdrlerde, sarkomalarda, baz1 karsinomlarda (kiiciik hiicre tipli
akciger kanserleri, over kanserleri), lenfomalarda, serviks kanseri gibi cesitli kanser
tedavilerinde kullanilmaktadir (5,6). Igerigindeki platinyum kompleksleriyle, DNA
baglarinda kirilmalara neden olur ve kanserli hiicrelerde apoptozu tetikleyip hiicrelerin
canliligini ortadan kaldirir. Sisplatinin sitotoksik etkisi, DNA'daki guanin bazi ile kovalent
olarak etkilesime girmesine dayanir. Sisplatin kaynakli DNA hasari, tiimor baskilayici
geni p53'ii aktive eder. Hasarli DNA onarilamaz oldugunda, p53'iin aktivasyonu apoptozu

tetikleyerek hiicre 6liimiine yol agar. (7)

Diklofenak sodyum, aktivitesi yiiksek ve kolay tolere edilebilen nonsteroidal
antiinflamatuvar (NSAI) bir ilagti. Analjezik, antipiretik ve antiinflamatuvar etkiye
sahiptir. Diklofenak sodyum uzun ve kisa donemli olmak {izere enflamasyon ve agriy1
azaltmak i¢in veya romatoit artrit, osteoartrit, ankilozan spondilit gibi eklem ici, eklem
dis1 hastaliklarda kullanilmaktadir. Kuvvetli bir prostaglandin (PG) sentez inhibitoriidiir.

NSAI ilaglar, antiinflamatuvar etkisini arasidonik asidin, dolayis1 ile ozellikle



siklooksijenazin inhibisyonu ile saglamaktadir. Bu tiir ilaglar i¢inde diklofenak sodyum,
PG sentez inhibisyonu ile birlikte ayn1 zamanda lipooksijenaz yolunu da diizenler. Hiicre
diizeyinde yapilan ¢alismalar diklofenak sodyumun, siklooksijenaz aktivitesini inhibe
ederek, enflamasyon mediatorlerinden PG, prostasiklin ve tromboksanin {iretimini
azalttigini gostermistir. Ayrica diklofenak sodyum, intraseliiler sividaki serbest aragidonik

asit diizeyini de azaltmaktadir (8,10).

NSAIl'lerin sik kullanim1 kolorektal, gastrointestinal, meme, prostat ve akciger
kanseri riskinin azalmasi ile iliskilendirilmistir. NSAfl'lerin antitimor aktivitesinin
altinda yatan mekanizma tam olarak agiklanamamustir; ancak, COX'lerin veya diger COX

olmayan enzimatik yollarin inhibisyonu kaynakli oldugu diisiiniilmektedir (11-14).

Cesitli insan tiimor hiicrelerinde, spesifik NSAIl'lerin (indometasin, sulindak,
tolmetin, asemetasin, zomepirak ve mefenamik asit) bazi antikanser ilaglarin
sitotoksisitesini arttirdig1 bildirilmektedir. Yapilan galismalara gére NSAil'lerin gogu,
siklooksijenaz1 inhibe ederek veya apoptotik yolagin aktivasyonu araciligi ile timor
baskilayici olarak gérev yaptigi ileri siiriilmektedir. NSA{l'ler ile kombine kemoterapinin,

etkili bir terapotik segenek olabilecegi ileri siiriilmektedir (15,16).

Diklofenak sodyum ve sisplatin kombinasyonun kanser tedavisindeki olasi
etkilerine dair ¢aligsmalar yetersizdir. Diklofenak sodyumun insan serviks kanser hiicre
hattinda (HeLa) sisplatin sitotoksisitesi lizerine etkisinin olabilecegi ongoriilmektedir. Bu
tez kapsaminda sisplatin ile diklofenak sodyumun kombinasyonlarinda hiicre canliliginin

MTT yontemi ile degerlendirilmesi amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1.  Diklofenak Sodyumun Fizikokimyasal Ozellikleri

Diklofenak fenilasetik asit tiirevi olan ve prostaglandinlerin sentezinden sorumlu
COX-1 ve COX-2 enzimlerini inhibe eden non-steroidal antiinflamatuvar bir ilagtir.
Diklofenak sodyum ise diklofenak molekiiliiniin sodyum tuzu formudur. Diklofenek ilk
defa 1988 yilinda FDA tarafindan Voltaren ticari markasi altinda onaylanmistir.
Diklofenak, fenilbutazon, mefenamik asit ve indometazin yapilarina dayanan rasyonel ilag

tasariminin bir triiniidir (Sekil 2.1) (17).

Diklofenak sodyumun molekiil formiilii C14H10Cl2NNaO2; molekiil agirlig: 318,1

g/mol’ diir.
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Sekil 2.1. Diklofenak sodyumun kimyasal yapisi.
CAS no: 15307-79-6
IUPAC adi: sodyum;2-[2-(2,6-dikloroanilino)fenil]asetat (Sekil 2.1) (17,18)

Sinonimleri: Diklofenak sodyum tuzu, sodyum diklofenak, solaraze, anthraxiton,
prophenatin, ailvoran, batafil, delimon, delphimix, dichronic, feloran, kriplex, neriodin,

orthophen, ortofe, tsudohmin, volteren (17,18)

Molekiil yapisal olarak 2 halkaya sahip olmakla birlikte hidrojen donor ve akseptor

sayilari sirasiyla 1 ve 3’ tiir. Moliikeliin polarlanabilirkligi ve kiriciligi ise sirastyla 27,62


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C14H10Cl2NNaO2

A3 ve 86,3 m*mol Y’ dir. Diklofenak sodyumun pKa degeri 4 ve molekiiliin suda
¢oziiniirliigii 0,00482 mg/mL’dir (17,18).

2.2.  Diklofenak Sodyumun Genel Kullanimi

Diklofenak sodyum basta romatoid artrit ve osteoartrit olmak tiizere, aktinik
keratoz, akut migren agrisi, ankilozan spondilit, konjuktivit, mevsimsel alerji, goz
iltihabi, gut artriti, a1z i¢i inflamatuvar hastalik, bogaz iltihabi, juvenil idiyopatik artrit,
diz osteoartriti, operasyon bolgesi iltihabi, agri, kalp zari iltihabi, fotofobi, ameliyat
sonrast agri, primer dismenore, akut kas-iskelet sistemi yaralanmasi, akut rinit, lokalize
yumusak doku romatizmasi, hafif ile orta derecede eklem agrisi ve perioperatif miyoz’da

kullanilabilir (17,18).

2.3.  Diklofenak Sodyumun Farmakokinetik Ozellikleri

Diklofenak, gastrointestinal kanaldan tamamen emilir, ancak ilacin 6nemli 6lgiide
ilk gecis etkisine maruz kalmasiyla sadece %601 degismeden sistemik dolagima ulasir.
Bircok topikal formiilasyon perkiitan olarak emilir ve klinik agidan 6nemli plazma
konsantrasyonlar1 gosterir. Diklofenak sodyumun sistemik emilimi 25-150 mg araliginda
dozla dogru orantilidir. Coklu doz uygulamasi, tekli dozlar1 takiben benzer emilim
karakteristikleri gosterir. Mutlak biyoyararlanim tek doz ve oral uygulamay1 takiben %90
+ 11 olarak rapor edilmistir. Tmax degeri formiilasyonlar arasinda degiskenlik gosterir.
Oral ¢ozeltili formiilasyonlarda plazma pik konsantrasyonuna 10-40 dakikada, enterik
kapli tabletlerde 1,5-2 saatte ulasir ve Tmax’1 daha da arttiran siirekli ve uzatilmis salimli
formiilasyonlar arasinda degisiklik gostermektedir. Besinlerin diklofenak emilimi
tizerinde 6nemli bir etkisi yoktur. Ancak gidalar Tmax’1 2,5-12 saat arasinda geciktirir.
Diklofenak sodyumun absorbsiyon karakteristikleri hastalik durumlari ve yas faktort ile
karsilastirildiginda 6nemli Olgiide farklilik gdstermemektedir. Ancak, yapilan bir

calismada osteoartritli yash hastalarin diisiik hepatik klirensi oldugu, bu durumunda



artmis pik plazma-ila¢ konsantrasyonu, egri altinda kalan alan ve biyoyararlanim ile

sonuglandigi gosterilmistir (20-25).

Diklofenak emiliminde kolon mukozasi kapasitesini incelemek amaciyla
kolonoskopi yapilan bir ¢alismada oral ve kolonik uygulama benzer Cmax ve AUC
degerleriyle sonuglanmistir. Kolondan diklofenak sodyumun nispi biyoyararlanimi

ortalama %78 olmak iizere %54 ile %109 arasinda degismistir (26).

Magnezyum hidroksit igeren antasitlerin diklofenak emilimini hizlandirdigi
goriilmektedir, ancak bu etki biiyiikk degiskenlik nedeniyle istatistiksel Oneme
ulasmamustir (27). Ranitidin tedavisi ve daha sonrasinda goriilen mide pH’sindaki artis,
diklofenak sodyumun iyi emilmesini saglar ve kisa gecikme siireli enterik kapli tirtinler
asidik olmayan mide igerisinde pargalanirken; uzun gecikme siiresi olan triinler asidik
olmayan mideden bozulmadan geger (28). Kolestiramin veya kolestipol gibi anyon
degistirici recineler ile birlikte uygulandiginda, diklofenak biyoyararlanimi kompleks
adsorpsiyon nedeniyle azalir (29). Nokloprost klatrat (prostaglandin E analogu) ile enterik
kapli diklofenak sodyumun potansiyel bir farmakokinetik etkilesimi mevcuttur.
Nokloprost klatratin tek premedikasyonu, AUC'yi diisiirlirken diklofenak emilim oranini
ve toplam viicut klerensini Onemli Olglide arttirmaktadir, ancak tekrarlayan
premedikasyondan sonra, farmakokinetik parametrelerde 6nemli bir fark bulunmamistir
(30). Pik konsantrasyonlarinin daha diisiik olmasi ve emilimin gecikmesine ragmen

diklofenak ve kodein fosfat kombinasyonu nispi biyoyararlanimi etkilememistir (31).

Baglayici proteinleri arasinda transtiretin (Tiroid hormonu baglayici protein) ve

serum albiimini yer alir (17)

Tasiyict proteinleri (transporterlar); solute carrier family 22 member 6
(sodyumdan bagimsiz organik anyon transmembran tastyici aktivite), solute carrier
family 22 member 8 (Sodyumdan bagimsiz organik anyon transmembran tasiyici aktivite),
solute carrier family 22 member 11 (sodyumdan bagimsiz organik anyon transmembran

tastyici aktivite), solute carrier organic anion transporter family member 1C1, solute



carrier organic anion transporter family member 1B1 olup bu proteinleri inhibe
etmektedir. Ayrica ¢oklu ilag direncine bagli protein 4 (MDR-4) (ATPaz aktivitesi ile
maddelerin membranlar aras1 hareketi saglar) ve ¢oklu ila¢ direnci iligkili protein 1

inhibitériidiir (17).

Oral uygulamadan sonra diklofenak sodyumun goriiniir dagilim hacmi (Vd/F)
insanlarda 5 ve 10 litre arasindadir. Bu durum da dokuya baglanmasinin plazma proteine
baglanmasindan onemli Olgiide daha az oldugunu gostermistir. Diklofenak sodyum,
plazma ve serumda yiiksek afinite ve yiiksek kapasiteye sahip insan serum albumine
yogun olarak baglanir (<%99,7). Insan serum albiiminine baglanma, her biri 1 bolgeye
sahip 2 sinif baglama bélgesi ile karakterize edilir (K1 =5 x 10° L/mol ve K2 = 0,6 x 10°
L/mol). Yiiksek afiniteli bolgeler muhtemelen benzodiazepinler tarafindan paylasilir ve
diisiik afiniteli bolge varfarin bolgesidir. Lipoproteinlere baglanmada diisiik birlesme
sabitlerine sahiptirler. Yiiksek yogunluklu lipoproteinlere %1,1, diisiik yogunluklu
lipoproteinlere %0,3 ve ¢ok diisiik yogunluklu lipoproteinlere %0, 15 oraninda baglanirlar.

Diklofenak al asit glikoproteinine ve globiilinlere 6nemli diizeyde baglanmaz (19).

Diklofenak sodyumun salisilik asit, tolbutamid, prednizolon, asenokumarol veya
varfarin gibi proteine gii¢lii bir sekilde bagl ilaglar1t modifiye etmedigi gosterilmistir;
bununla birlikte diklofenak in vitro olarak salisilik asit ile yer degistirdigi bildirlmistir.
Ayrica aragtirmacilar tarafindan in vitro olarak varfarin, asenokumarol ve salisilik asitin

diklofenak tarafidan baglanma modifikasyonlariin olmadigint dogrulamistir (19,32).

Sinoviyal membran, romatoid artritte NSAII’ler i¢in dnerilen birincil etki alanidur.
Romatoid artrit ve osteoartritli hastalarda sinoviyal sivi ve dokularda 6nemli miktarda

diklofenak konsantrasyonlari tespit edilmistir (19).

Sinoviyal sivi ¢aligmalari, oral, rektal veya intramuskiiler doz uygulamasindan
sonra diklofenak sodyumun sinovyal siv1 pik konsantrasyonlarina plazma Cmax'tan 2 ila
4 saat sonra ulastigini gostermistir. Plazma ile karsilastirildiginda sinoviyal sivida diistik

Cmax degeri elde edilmis ve eliminasyon yar1 dmiir sinoviyal sivida plazmaya kiyasla



hem {i¢ kat daha uzun hem de uygulamadan 12-24 saat sonra sinoviyal sivi
konsantrasyonlari plazmadan daha yiiksek olmustur. Tekrarli oral dozlardan sonra
diklofenak sodyumun kararli durum Cmax’ina doz uygulamasindan {i¢ saat sonra
ulasilmis ve iki saat i¢erisinde %90’a diigmiistiir. Sinovyal s1vi konsantrasyonlari ise daha
az degisken ve doz uygulamasindan 4 saat sonra plazmada bildirilenden daha yiiksek
tespit edilmistir. Sinovyal sivida nispi birikim, sinoviyal sivinin plazmaya 3:1 oranlariyla
elde edilir. Baslangi¢ plazma konsantrasyonunda sinoviyal siviya gore hizli bir sekilde
hidroksilat metabolitleri olusmus, ancak 4 saat sonra sinoviyal sivi konsantrasyonlari

plazmaya kiyasla esit veya biraz yiikselmistir (19,33,34).

Diklofenak sodyumun nispeten diigiik dagilim hacmi (Vd) periferik dolagim veya
merkezi bolmenin Gtesinde ilag dagiliminin ¢ok kiigiikk oldugunu gosterir. Kan-beyin
bariyerini kolay bir sekilde gecemez. Beyin omurilik sivisindaki diklofenak
konsantrasyonu plazmadaki miktarin %8.22’ sidir. Beyin omurilik sivisinda daha fazla
polar metabolit bulunur, ancak 4’-hidroksi (%4,78) ve 3’ hidroksi- 4’- metoksi diklofenak
(%0.4) az miktarda bulunur (35).

Genel olarak diklofenak molekiilii faz I metabolizmast sonucu oksidatif
metabolizmaya ugrayarak hidroksi metabolitlerini meydana getirir. Ayrica glukuronik
asit, siilfat ve taurine konjuge olur. Bes diklofenak metaboliti insan plazmasinda ve idrarda
tanimlanmustir. Bu metabolitler 4'-hidroksi-, 5-hidroksi-, 3'-hidroksi-, 4',5dihidroksi- ve
3'-hidroksi -4'-methoksi- diklofenaktir. Baslica diklofenak metaboliti 4'-hidroksi-
diklofenaktir ve ¢ok zayif farmakolojik aktiviteye sahiptir (19,36,37)

Bazi raporlar diklofenak biyoyararlaniminin %90’a yaklastigini1 gosteriyor olsa da,
diger raporlar diklofenak sodyumun ilk gecis etkisine ugradigin1 ve dolayisiyla ilacin
yaklagik %60’inin metabolize olmadan sistemik dolasima gectigini gostermektedir
(19,36,37).

Diklofenak 4'-hidroksilasyon biiyiik olasilikla CYP2C9 tarafindan katalizlenir.

Diklofenak  4'-hidroksilasyonun inhibisyonu, insan karaciger —mikrozomlarinda



tolbutamid, siilfapenazol, fenitoin ve varfarin ile meydana gelir (38). 4’-hidroksil
metabolitinin miktar1 idrar ile atilan miktarin %30’ unu, safra ile atilan miktarin %10-
20’sini olusturur. Diger li¢ metabolitin miktari ise idrar ile atilan mikarin %10-20’sini ve
az miktarda safra ile atilan kismu olusturur. Bu metabolitler diklofenakin 5- hidroksi, 3'-

hidroksi ve 4',5-dihidroksi metaboliti olarak tanimlanmistir (19,36,37).

3'- hidroksi -4'-metoksi- diklofenak metaboliti tek doz oral uygulamadan 12 saat
sonra pik konsantrasyona ulagmis ve tanimlanmistir. Goriinen yar1 odmiir 80 saattir ancak
metabolit sadece eser miktarda idrar ile atilir. Stirekli salim formiilasyonu ile 6-10 ay
tedavi sonrasinda dnemli miktarda metabolit birikimi meydana gelmistir ve bu durumda
ana ila¢ konsantrasyonundan 6 kat daha fazla konsantrasyona ulasmistir. Bu metabolit
inflamasyon ve agr1 i¢in kullanilan hayvan modellerinde aktif degildir. Ayrica ilacin
terapotik aktivitesine katkida bulunmadig ileri siiriilmiistiir. Bobrek fonksiyonu normal
olan kisilerin idrarindaki diklofenak, 4'-hidroksi, 5- hidroksi, 3'- hidroksi ve 3'- hidroksi -
4'-methoksi miktarlari sirastyla oral dozun %6,2, %16, %6,1, %2 ve %0,009’dur. Hayvan
modellerinde diklofenak sodyumun anti-inflamatuvar ve anti-piretik aktivitenin %30’u
4’-hidroksi metabolitinden dolayidir. Test edilen tiim metabolitler, klinik 6ncesi hayvan

deneylerinde ¢ok yiiksek dozlarda orta derecede analjezik etki yaparlar (19,36-39).

Diklofenak molekiiliintin idrarla atilan faz 2 konjugatlar1 faz 1 metabolitlerinin
yaklagik %22’sini ve dozun yaklasik %12,6’ sin1 olusturur. Bununla birlikte yetiskin
goniillillerde degismemis diklofenakin bobreklerden atilimi dozun %0,2-0,77’ si ve idrarla
konjuge olarak atilan diklofenak molekiiliiniin %5-9.4’ {inii olusturur. Yine gen¢ ve yash
goniilliilerde yapilan bagka bir ¢alismada idrarla atilan faz 2 metabolitlerinin toplam
yiizdesi sadece %4,5°tir (19, 23-25).

Juvenil romatoid artritli gocuklarda oral dozun%>5,4 ile %1,2'si 12 saat boyunca
idrarla atilir (19). Yapilan bir ¢aligmada ise dozun %6’ s1 idrarla serbest veya konjuge
diklofenak olarak atilmis ve 4’-hidroksi diklofenak baslica metabolit (%13,4); 3’-
hidroksi-4> metoksi diklofenak ise en az miktarda (%1,4) bulunan metabolit olmustur.

Idrardaki tiim bilesenlerin toplaminin %36’sm1 olusturmustur (40). Baska bir calismada



ise diklofenak degismeden yiiksek miktarda atilirken (%17,8), 4-hidroksi diklofenak
(%38,6) baslica metabolit olmustur (41). Diklofenakin konjuge molekiillerinin,
dondurulmus Ornegin saklanma siiresine, 6rneklerin dondurulmasina ve ¢oziilmesine,
kullanilan analitik prosediirlere ve mesanede idrar tutulmasina bagh olarak ana bilesige

hidrolize olabilecegi belirtilmektedir (19).

Diklofenak sodyum ile ilgili yapilan ¢alismalarda bir takim yeni metabolitler
tamimlanmistir. Kapiler gaz kromatografisi-negatif etkili kimyasal iyonizasyon-kiitle
spektrometresi kullanilarak insan idrarinda 2-[(2,6-dikloro-4-hidroksi-3-metoksifenil)
tanimlanmistir. Bu metabolit CYP izoenzimi CYP2C ile oksidasyon sonrasi, katekol-O-

metiltransferaz tarafindan olusturulur (19-25).

Diklofenak sodyum esas olarak %60- 70 arasinda idrarla atilir. Eliminasyon
hizlidir ve ila¢ klerensinin %90"1 3-4 saat siirer. Yar1 omrii, oral, intravendz ve rektal
uygulamayi takiben sirasila, 1.2, 1.15 ve 1.6 saattir. [lacin terminal yar1 émrii yaklasik
olarak 2 saat, fakat tim metabolitleri igeren goriiniir yar1 omiir 25.8-33 saattir. Bu
farkliliklar, test prosediiriiniin artan duyarlilifindan ve daha sonraki calismada ilacin
terminal eliminasyon fazinin daha dogru tahminlerinden kaynaklanabilir. Ilacin ve

metabolitlerinin atilimi idrar, safra ve fegesle olur (19).

Insanlarda bobreklerden atilim baskin olup, giinliik dozun %60’ indan daha fazlasi
idrarla konjugat olarak atilir. **C isaretli diklofenak molekiiliiniin enjekte edilen dozunun
yaklagik olarak %61 i idrarla, %30’ u ise fecesle atilir. Mono ve di-hidroksi metabolitler
diklofenaka benzer terminal yar1 6mre sahiptir ve yaklasik olarak 1-4 saat arasindadir. 4°-
hidroksi, 3’-hidroksi, 5’-hidroksi ve 4’-5’-dihidroksi metabolitler sirasiyla, 3,6 saat, 2,3
saat, 2,5 saat ve 3,1 saat yar1 omre sahiptir. Diklofenak ve metabolitlerinin safra ile
atilmas1 da miimkiindiir. Bir raporda safta kanalina yerlestirilmis perkiitan transhepatik
kolanjiografli ve ekstrahepatik kolestazli iki hastada safra igerisine atilan 50 mg
diklofenak sodyumun %4,62’si bulunmustur. Safrada degismemis ila¢ ve aktif faz 2
metabolitleri olarak elimine edilen madde miktar: ortalama %1-9 arasindadir (19).
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2.4.  Diklofenak Sodyumun Farmakodinamik Ozellikleri
- Etki Mekanizmasi

Agri gevresel uyaranlara evrensel olarak deneyimli bir fizyolojik yanittir. Cinsiyet,
etnik koken, genetik ve ¢ok degisken fizyolojik profil gibi faktorler birey igerisinde ve
bireyler arasi1 degiskenlige katkida bulunmaktadir. Yogun arastirmalara ve giderek artan
fizyolojik agr1 yollarmin bilinmesine ragmen, akut agriy1 tedavi etmek icin kullanilan
ilaglar son yillarda ¢ok az gelismistir, belki de en son kaydadeger ilag 1999'da
siklooksijenaz-2 (COX-2) inhibitdér smifi olmustur. Ciinkii kimyasal olarak farkl
analzejik maddeler yeterli olmadig1 icin, yeni analzejiklerin gelistirilmesindeki son
trendler, mevcut ilag veriminin iyilestirilmesi, farkli siniflardan analjeziklerin
birlestirilmesi, analjeziklerin yan etkilerini en aza indiren diger ilaglar ile formiile edilmesi
(non steroidal ilaglarla proton pompa inhibitorleri) veya esas olarak baska kullanimlar igin
gelistirilen ilaglarin analzejik 6zelliklerinden (antikoviilsanlar ve kas gevseticiler)
yararlanma olmustur. Sonu¢ olarak yeni kimyasallarin eksikligine ragmen, mevcut
analzejiklerin degistirilmesi agr1 yonetimine karg1 multimodal yaklagimlari desteklemek
i¢cin degerli araglar olmustur. Yetmisli yillarindan itibaren mide mukozal hasarin esas yan
etkisinden sorumlu olan NSAII’lerin ana etki mekanizmasinin prostaglandin sentezinde

onemli bir enzim olan siklooksijenazi inhibe ettigi yaygin olarak kabul edilmistir (19,20).

Tiim NSAIl’lerin antiinflamatuvar, antipiretik ve analjezik ozelliklere sahip
oldugu goriilmektedir ve bu ozellikler biiylik 6lgiide prostaglandinleri inhibe etmeleri ile
aciklanabilir. NSAII’ler arasindaki giig, etkinlik ve giivenlik profillerindeki farkliliklar
baska etki mekanizmalarinin da bu ilag smnifi tarafindan kullanilabilecegini
gostermektedir. Tiim NSAIll’lerde oldugu gibi, diklofenak sodyumun kesin etki
mekanizmasi bilinmemektedir; fakat ¢esitli kanitlar bu ilag i¢in mevcut, varsayilan ve yeni

gelisen etki mekanizmalarin varligini gostermektedir (19,20).
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a. Bilinen Etki Mekanizmasi

NSAIi’ler icinde tipik bir ila¢ olan diklofenak sodyum, kandaki ve sinoviyal
dokudaki proinflamatuvar ve nosiseptif prostaglandinlerin sentezini inhibe eder.
Diklofenak, prostaglandin E2 (PGE2) liretiminin en etkili inhibitérleri arasindadir ve
COX aktivitesini inhibe etme yeteneginin diger NSAII’lere kiyasla molar bazda 3 ila 1000
kat daha giiclii oldugu bildirilmistir. Diklofenak tarafindan PGE2 inhibisyonu plazmadaki
ilag konsantrasyonu ile ilgilidir. Farkli COX izoformlarnin aydinlatilmasi, bu enzim
siifinin anlasgilmasini ve diklofenakin prostaglandin sentezini inhibe etme kabiliyetini
daha da arttirmistir. COX-1, ¢ogu doku tipinde yapisal olarak ifade edilen izoform olarak
kabul edilir. COX-1 konsantrasyonu gorece stabil kalir ve normal trombosit fonksiyonuna
aracilik etmek, bobrek kan akisini diizenlemek ve prostaglandin 12 (prostasiklin) yoluyla
mide mukozasinin sitoproteksiyonunu saglamakla iligkilidir. Buna karsilik, COX-2
ekspresyonu doku hasar1 ve proenflamatuar aracilara yanit olarak énemli 6l¢iide artabilir
ve agr ile inflamasyonda prostaglandin, tromboksan ve lokotrien mediyatorlerinin
artmasindan sorumuludur. NSAII’ler arasinda bu iki izoformun nispi inhibisyonlar
acisindan belirgin bir fark vardir. COX-2 inhibitorii olarak bilinen rofekosib, COX-2 i¢in
4 kat daha yliksek secicilige sahip diklofenak ile karsilagtirildiginda, COX-2 igin
COXT1’den 20 kat daha fazla segicilige sahiptir. Yapilan ¢alismada diklofenak COX-2 i¢in
4 kat daha ytiksek secicilige sahip olsa da, terapotik seviyede COX-1’in %70’ inin de
inhibe edilecegi belirtilmistir. Dolayisiyla diklofenak i¢cin COX-2/COX-1 aktivitesinin
IC80 oran1 COX-2’ye kars1 bir segicilik gostermesine ragmen gorece secici olmamasi,
olumsuz kardiyovaskiiler etkilerle iligkili COX-2 spesifik inhibitorler iizerinde bir
giivenlik avantaji saglayabilir. Bununla birlikte baz1 kanitlar, geleneksel NSAIi’ler ile
iliskili gastrointestinal sistem korunmasinin kaybindan COX-1 ve COX-2 aktivitesinin
cift baskilanmasinin sorumlu oldugunu gostermektedir. Bu nedenle diklofenakin segici
olmamas: teorik olarak daha yiiksek COX-1 seciciligine sahip geleneksel NSAIi’lerden
daha yiiksek gastrointestinal yan etkiler ile iliskili olabilir (19,20).
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b. Varsayilan Etki Mekanizmasi

1980'lerin ortalarinda yapilan ¢alismalar, diklofenakin 16kotrien {iretimi
tizerindeki etkisini ortaya koymustur. ilk olarak, hiicresel ve in vivo yaklasimlar
kullanilarak sigan 16kositleri, makrofajlar ve tam kanda 5-hidroksieikosatetraenoik asit (5-
HETE) ve lokotrien C4’te diklofenak kaynakli azalma tanimlandi. Bu etkiler normal
terapotik seviyelerin ilizerinde diklofenak konsantrasyonlar1 kullanilarak elde edildi ve
indometasin, naproksen ve ibuprofende de ¢ok daha yiiksek konantrasyonlarda benzer
etkiler gozlemlendi. Arastirmacilar azalmig miktardaki arasidonik asit miktarinin,
trigliseritleri ile yeniden birlesmenin bir iirlinii oldugunu ve radyoktik etiketli aragidonik
asidin sican peritonel polimorfoniiklear 16kositlerden fosfolipidlere katildigini verilerle
gostermistir. Ayrica serbest haldeki arasidonik asitte sn-2 pozisyonunda ester bagini
hidroliz eden fosfolipaz Az lizerinde diklofenakin etkisi bulunmamistir (10, 42). Baska bir
calismada kalsiyum iyonofor uyarimi sonrasi diklofenak ile muamele, sigan peritonel
notrofil ve makrofajlarda S-HETE, 16kotrien B4 ve 16kotrien C4 miktarinda azalma oldugu
gosterilmistir. Diklofenakin fosfolipaz A2 (PLA2) aktivitesini inhibe etmedigi veya
fospfolipid-arasidonik asit dongiisiine miidahale etmedigi bunun yerine triagilgliserol ile
birlesmenin yliksek oldugu monosit ve makrofajlarda arasidonik asit alintmini arttirdig:
bulunmustur (43). Radyoaktif isaretli arasidonik asit ile insan sinovyal hiicrelerinde
interlokin-1 ile indiiklenen PGE2 salimin1 arastiran bir ¢alisma da, diklofenakin, serbest
arasidonik asit ile iliskili radyoaktiviteyi inhibe ettigi, fosfatidiletanolamin ve

trigliseritlerle iligkili radyoaktivite miktarini arttirdig1 gosterilmistir (44).

Ancak insan kolon kanseri hiicreleri kullanilarak yapilan bir caligmada,
indometazin radyoaktif etiketli arasidonik asit alimmini azalttigi, bununla birlikte
diklofenakin COX-2 aktivitesini inhibe eden konsantrasyonlarda bile bu etkiyi

gostermedigi bildirilmistir (45).

In vivo ortamda, diklofenak kaynakli COX inhibisyonunun 18kotrien iiretimi ile
iliskili olumsuz etkileri olabilecegi one siiriilmiistiir. Arasidonik asitin COX enzimleri

tarafndan metabolize edilmesinden kaginilarak birikmesi, mevcut lipooksijenazlar ile
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reaksiyona girmesini ve alternatif proinflamatuvarlarin olusumu tesvik etmektedir. Bu
durum midede, lokotrien seviyelerinin meydana gelen yiikselmenin, mide zarinda
irritasyonun artmasinda rol oynayabilecegini gostermektedir. Lokotrien sentezi ve
16kotrien reseptdr inhibitdrlerinin NSAII’ler ile iliskili gastrointestinal yan etkilere karst
koruma sagladig1 gosterilmistir. Fakat bu etki sinovyal sivi gibi bazi hedef dokularda
ortaya ¢ikmayabilir. Bu bulgular diger NSAIl’ler ile karsilastirildiginda arasidonik asit
saliimi ve 16kotrien sentez yolu tizerinde diklofenak igin alternatif etki mekanizmalarini

One siirmektedir (42, 46).

Diklofenakin vaskiiler ve gastrointestinal diiz kas duyarliligin1 modiile etmede rolii
olmasina ek olarak, nitrik oksit-siklik guoanozin monofosfat (cGMP) yolunun periferik

ve santral analjezide 6nemli bir rolii oldugu ileri stiriilmektedir (47).

NSAIli’lerin merkezi sinir sisteminde COX-bagimli antinosiseptif etkisi
bulunmaktadir. NSAIl’lerin antinosiseptif aktivitesi ilag hedef bdlgesine, ilacin dagilim
bolgesine ve alinimina baghidir. insan ve hayvanlar iizerinde yapilan calismalar
diklofenakin dogrudan veya dolayli olarak merkezi sinir sistemine hareket ettigini
gostermistir. Bazi ekstraktlarin  antinosiseptif, antiinflamatuvar ve antioksidan
aktivitelerini incelemek igin yapilan bir ¢alismada asetik asit ile indiiklenmis writhing testi
uygulanmis farelerde diklofenak sodyumun antinosiseptif etkisi gosterilmistir. Bagka bir
calismada ise siganlarda diklofenakin merkezi antinosiseptif etkilerinin opioid reseptor
agonisti naloksan tarafindan kismen tersine c¢evrildigini gostermistir. Bu durum da
merkezi opoid metabolik yollarinin olast roliinii diisiindliirmektedir. Siganlara
intraperitonel olarak diklofenak verildikten sonra 30 dakika igerisinde hipofiz f—endorfin
miktarinda azalma gozlenmistir. Agr1 gézlenen hastalarda B—endorfin diizeyi yiiksektir.
Ameliyat edilmis hastalar ile ilgili bir calismada f—endorfinin plazma seviyesi azaldikca
ibuprofen kaynakli analjezi artmistir. N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptorleri
omurilikteki sinaptik nosiseptif iletimde rol oynar. Baz1 NSAIQ’lerin omurilikte
antinosiseptif etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Diklofenakin sican pence kaslarinda
NMDA reseptorlerinin kompettif inhibitdrii oldugu gdsterilmistir. Ilacin sicanlarda

omurilikte ve diensefalonda kinurenik asit (NMDA reseptér antagonisti)
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konsantrasyonlarint 6nemli 6lgiide arttirdigi gosterilmistir. Yapilan bir ¢aligmada
diklofenak ve indometazin, iki se¢ici olmayan COX inhibitorii, siganlarda kinurak
seviyelerini arttirirken, COX-2 segici inhibitorleri parekoksib ve meloksikam kinurenik
asit seviyelerini diisiirmiistiir. Dolayisiyla elde edilen bu sonuclar NSAIil’lerin
antinosiseptif aktivitesinin NMDA reseptdr yollari ile inhibisyonunun, ilgili NSAil’lerin

COX segicilik profiline bagli oldugunu diisindiirmektedir (46,48).
C. Yeni Gozlenen Etki Mekanizmalari

COX-2’nin yaralanmaya yanit olarak hizla yukari regiilasyonu goéz Oniine
alindiginda bazi c¢alisma sonuglarmin COX-2 inhibisyonuna NSAII’lerin antikanser
etkilerinde sorumlu olabilecegini diisiindiirmektedir. Gergekten de, gesitli kanserlerde ve
deneysel kanser modellerinde COX-2 ekspresyonunda artiglar bildirilmistir. COX-2'nin
aktivasyonu ile PGE2 iiretiminin apopitozu inhibe ettigi, anjiyogenezi uyardigi ve timor
biiyiimesine yol agt1g1 diisiiniilmektedir. Bu nedenle, NSAII’lerin antitimér aktivitesinin
bir kism1 muhtemelen COX ve PGE2 iiretimini inhibe etmelerinden kaynaklanmaktadir.
Ancak NSAil’lerin antitiimér aktivitesinin COX ve PGE2'den bagimsiz oldugu cesitli
mekanizmalar da 6ne siiriilmiistiir. Birgok non-spesifik ve COX-2 selektif NSAIi’ler i¢in
COX-bagimsiz antitiimor etki niiklear faktor kappa B, aktivator protein 1, mitojenle
aktiflesen kinaz ve hiicre dongiisii regiilator yollarla olabilcegi bildirilmektedir. Ancak
NSAIl’lerin tamami bu yollar1 kullanmaz. NSAIl’lerin COX-bagimsiz antitiimoral
aktivitesi i¢in bagka yollarin oldugu disiiniilmektedir ve bu durum da bireysel olarak
NSAIl’lerin benzersiz etki mekanizmalarina sahip olabilecegi fikrini desteklemektedir
(46,49).

NSAII tarafindan COX-bagimsiz antitimdr aktivitesi igin onerilen alternatif yol
niikleer reseptdr aktivitesinin, 6zellikle peroksizom proliferatorle aktiflestirilen reseptor
gama (PPARY) modiilasyonudur. PPARY, adipositlerin ve makrofajlarin farklilasmasini
kontrol eder, yag asidi metabolizmasinda ve enflamatuar siire¢lerde rol oynar. Ayrica
timor hiicresi proliferasyonunun baskilanmasinda rol oynadigi gosterilmistir.

Diklofenakin PPARy’ya diger NSAIl’lerden 50 kat daha fazla afinite gosterdigi rapor
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edilmistir. indometazin ve diklofenak sodyumun diger PPAR izoformlarindan ziyade

PPARY i¢in segici agonistler olduklart gosterilmistir (46,49).

P maddesi, bazi inflamatuvar hastaliklarda rol oynayan proinflamatuvar bir
noropeptiddir. Birincil duyarli noseseptif ndronlar P maddesi igerir ve kapsainin kaynakli
P maddesinin tiilkenmesi analjeziktir. Diklofenak romatoid artritte sinovyal sivida P
maddesini azaltir. Ayrica NSAII’ler P maddesinin monosit ve polimorfoniikleer 16kosit
(PMN) hiicreleri tizerindeki kemotaktik etkisine miidahale edebilir. Yapilan bir ¢alismada,
klinik agidan uygun konsantrasyonda diklofenak kullanimi insan PMN hiicrelerinin

kemotaktik yanitin1 yaklasik %40 oraninda inhibe etmistir (46,49).

Cok sayida sitokin, inflamasyonda rol oynar. Interldkin-6 (IL-6) akut inflamatuvar
mediyator IL-10 tarafindan dengede tutulan, hem pro-inflamatuvar hem de
antiinflamatuvar bir sitokindir. Prostaglandinler IL-6 ve IL-10 salinimin diizenler, 1L-6
ve diger pro-inflamatuvar sitokinlerin ekspresyonunu asagi-regiile eder. NSAII’lerin
prostaglandinden bagimsiz bir mekanizma ile proenflamatuar sitokinlerin azaltilmasinda
rol oynayabilecegini gdsteren birkag kanit vardir. Ketoprofen, indometazin ve diklofenak
IL-6 dretimini ve ekspresyonunu asagi regiile eder. Dahasi, diklofenak insan
kondrositlerinde PGE2 sentezini tamamen engeller ve IL-6 iiretimini 6nemli 6lgiide
azaltir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda biiylik ameliyat gegiren ve diklofenak alan
hastalarin I1L-6 ve IL-10 diizeyleri 6 saatte en yiiksek diizeye ulastigi, ancak 12. saatte
diklofenak alan grubun IL-6 konsantrasyonunda oOnemli bir diisiis gozlendigi
bildirilmistir. 7 giin boyunca diklofenak ile tedavi edilen romatoid artritli bireylerde ise

plazma ve sinovyal sivida IL-6 diizeyinin 6énemli 6l¢iide azaldigi gosterilmistir (46,49).

Tromboksan A2, tromboksan-prostanoid G-proteine bagl reseptor yoluyla
trombosit aktivasyonunu ve agregasyonunu saglar. Diklofenakin sodyumun, trombositler
tarafindan kanin pihtilasmasinda tromboksan B2 iiretim inhibisyonu meloksikamdan
(COX-2 spesifik inhibitor) daha giigliidiir. Tromboksan A2 arasidonik asitten COX enzimi

etkisiyle olusur ve etkisiz bir sekile (tromboksan B2) doniisiir. Tromboksan A2 {iretimini
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inhibe etmesinin yani sira, terapdtik seviyelerde diklofenak tromboksan reseptoriine

baglanir ve kompetatif antagonisti olarak islev gorebilir (46,49).

Doku asidozu, asit algilayict iyon kanallar1 (ASIC) araciligiyla nosiseptif duyu
noronlarmin dogrudan uyarilmasiyla agri hissinin ortaya ¢ikmasina katkida bulunan bir
enflamasyon bilesenidir. Yapilan bir ¢alismada simian virus hiicre hattinda (COS
hiicreleri) diklofenakin ASIC3’{i segici olarak inhibe ettigi ve ibuprofenin ise ASICI’i
secici olarak inhibe ettigi gosterilmistir. Ayrica diklofenak ve ibuprofenin sican

hipokampal nronlar arasinda proton kaynakli akimi inhibe ettikleri gosterilmistir (46).
- Enzim-Substrat-Inhibitor Iliskileri

Diklofenak sodyum c¢esitli enzimler ile molekiillerin substati ve inhibitoriidiir

(Tablo 2.1.) (7).

Tablo 2.1. Diklofenak sodyumun substratt ve inhibitdr etki gosterdigi enzim ve

molekiiller.
Substrat Inhibitor
BSEP/ABCB11 Siklooksijenaz
CYP1A2 Siklooksijenaz-2 (COX-2)
CYP2B6 CYP2EI1(Giig bilinmiyor)
CYP2C18 CYP3A
CYP2C19 CYP3A4(Giig bilinmiyor)
CYP2C8 OAT1/SLC22A6
CYP2C9 OAT3/SLC22A8
CYP3A OATP1B1/SLCO1B1
UGT1Al P-glycoprotein
UGT1A3 Prostaglandin G/H sentaz 1
UGT1A9 Prostaglandin G/H sentaz 2
uGT2B7 Coklu ilag direnciyle iliskili protein 4

Coklu ilag direnciyle iliskili protein 1
Sodyum kanal protein tip 4 alfa alt birim

Aside duyarli iyon kanali 1
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2.5. Diklofenak Sodyumun Toksisitesi
2.5.1. Akut ve Tekrarh Doz Toksisitesi

Diklofenak sodyum ile ilgili olarak yapilan akut toksisite ¢aligmalar1 Tablo 2.2.”de
gosterilmistir. Fare, sigan, kdpek, tavsan ve kobaylarda oral LD50 degerleri sirasiyla 95
mg/kg, 53 mg/kg, 59 mg/kg, 194 mg/kg, 1110 mg/kg’dir. LD50 degeri ilacin verilis

yoluna ve verilen tiire gore degismektedir (18).

Tablo 2.2. Diklofenak sodyum ve akut toksisite ¢aligmalari.

Organizma  Test Tipi Verilis Yolu Doz (mg/kg) Referans
Kopek LD50 Intravenoz 42 144
Kopek LD50 Oral 59 144
Fare LD50 Intraperitonal 74 145
Fare LD50 Intravendz 116 146
Fare LD50 Oral 95 147
Fare LD50 Subkutan 390 148
Tavsan LD50 Intravendz 157 144
Sigan LD50 Intraperitonal 25 148
Sican LD50 Intravendz 117 146
Sican LD50 Oral 53 149
Sican LD50 Rektal 85.4 150
Stican LD50 Subkutan 83 146
Kobay LD50 Oral 1110 151
Tavsan LD50 Oral 194

Si¢can LD50 Intravenoz 106
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Kadinlarda oral yol en diisiik toksik doz (TDLo) degeri degismektedir; 8 hafta,
112 mg/kg va/ giin; bir diger ¢alismada 13 hafta, 180mg/kg, 17 hafta 300 mg/kg olarak
bildirilmektedir (18).

Tekrarli doz ¢alismalarinda esas sonug toksik etkinin gézlenmedigi en yiiksek doz
(NOAEL) ve gozlemlenen en diisiik olumsuz etki dozunun (LOAEL) belirlenmesidir.
Sicanlarda, diklofenak sodyum, 91 giin siireyle 0,5, 2,5 ve 5,0 mg/kg viicut agirlig
dozlarinda oral yoldan uygulandigi ¢alismaya gore 5,0 mg / kg ile tedavi edilen si¢anlarda
mutlak ve nispi karaciger ve epididim agirliginda 6nemli diistisler kaydedilmistir. 0,5 ve
2,5 mg/kg viicut agirligi dozlarinda higbir yan ve toksik etki gézlenmemistir. Siganlarda
oral yol NOAEL degeri 2,5 mg / kg viicut agirligi olarak belirlenmistir. 4 disi ve 4 erkek
Beagle kopeklerinde yapilan 13 haftalik toksisite calismasinda gore; diklofenak
sodyumun oral yol NOAEL diizeyi 0,3 mg/kg/giin olarak bildirilmistir. Diklofenak
sodyuma tekrarli veya uzun siireli maruziyet sonucunda organlarda (kardiyovaskiiler
sistem, gastrointestinal sistem, karaciger ve renal sistem) hasar olusturur. Hamileligin 21.
giinlinde sican gebelere 0,1 mg / kg tek bir oral doz, yavrularda duktus arteriyozusun
daralmasina neden oldugu bildirilmistir. Fetal etkiler i¢cin LOAEL 0,1 mg / kg olarak
belirlenmistir (Tablo 2.3.) (50).

Tablo 2.3. Diklofenak sodyum ve subkronik toksisite ¢aligmalari

Siire Organizma Verilisy Doz(mg/kg) Bitis Hedef Organ

Yolu Noktast
91 giin | Sigan Oral 2,5 NOAEL Karaciger ve epididim
13 hafta | Kopek Oral 0,3 NOAEL Tiim organlar
30 giin | Sican Oral 14 LOAEL Tanimlanmamis
1 giin | Sigan Oral 0,1 LOAEL Fdtiis
5 hafta | Fare Oral 9 LOAEL Akciger, Dalak
26 hafta | Sican Oral 50 LOAEL GIS, Kan
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2.5.2. Karsinojenik Etkisi

Sicanlar lizerinde yapilan uzun donem karsinojenisite ¢alismalarinda 2 mg/kg/giin
(insanda Onerilen maksimum dozun 0,1 kati) diklofenak sodyum verilmis ve timor
insidansinda 6nemli bir artis meydana gelmedigi gosterilmistir. Farelerde yiiriitiilen 2
yillik karsinojenisite ¢alismasinda ise erkeklere 0,3 mg/kg/giin, disilere ise 1 mg/kg/giin
dozlarda diklofenak sodyum verilmis ve herhangi bir onkojenik etki ortaya ¢ikmadigi
bildirilmistir (51,52).

2.5.3. Genotoksisitesi ve Mutajenisitesi

Diklofenak sodyum, memelilerde (fare lenfoma) in vitro nokta mutasyon testinde
mutajenik aktivite gostermemistir. Farelerde germinal epitelyal kromozomal calismalar,
Cin hamsterlarinda kromozomal aberasyon ve niikleus anomalisi gibi bir¢ok ¢alisma dahil
olmak iizere memeli in vivo ve in vitro testlerde mutajenik olmadigi bildirilmistir. Yapilan
bir ¢alismada antiinflamatuvar ilaglarin mutajenisitesini aragtirmak i¢in mikrobiyal test
sistemi (Ames) kullanilmis ve ¢alisma sonucunda indometazin ve oksifenbutazon igin

mutajenite gosterilirken, diklofenak sodyumun mutajen olmadigi belirtilmistir (51,52).

Diklofenak sodyumun genotoksisitesini degerlendirmek amaciyla yapilan bir
caligmada ise Dreissena polymorpha (zebra midyesi) hemositi kullanilmistir. Caligma
kapsaminda midyeler, 96 saat boyunca artan konsantrasyonlarda (0,3, 1 ve 2 nM)
diklofenaka maruz birakilmis ve tek hiicre jel elektroforezi, mikroniikleus testi, DNA
diflizyon testi ve ndtral kirmizis1 bekletme tesiti uygulanmistir. Caligma sonucunda sadece
en yiiksek konsantrasyonda lizozomal membran stabilitesinde azalma meydana geldigi
goriilmiistir (158). Baska bir ¢alismada ise eritromisin, siilfametazin, siilfatiyazol,
klortetrasiklin, oksitetrasiklin ve diklofenakin (5, 10, 15 ve 20 mg/L) DT40 mutant hiicre
hatt1 kullanilarak genotoksik potansiyelleri arastirilmistir. Calisma sonucunda 5 mg/L

(15,7 mM) diklofenak kullanimi hiicre proliferasyonunda azalma meydana getirirken,
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siilfametazin ve diklofenak maruziyeti RAD54 '~ hiicrelerinde kromozom anomalilerinin

artmasina sebep olmustur (51-53).
2.5.4. Ureme Toksisitesi

[lacin insan {ireme ve gelisimi iizerindeki etkilerini degerlendirmek i¢in gerekli
bilgi, genel olarak ilacin yetigkin hayvanlarla maruziyeti ve gebe kalmaktan cinsel
olgunluga kadar gelisimin tiim asamalari {izerindeki etkiyi icermelidir. Tlacin tanimlanan
etkisi, eger iireme ve gelisimsel fonksiyonu etkilemeyen adaptif bir degisim (enzim
indiksiyonu gibi) ise ‘olumsuz degil’ olarak da diistiniilebilir. Prostaglandinlerin erkek
tireme sisteminin diizenlenmesinde Onemli bir rolii vardir. Prostaglandin E ve
prostaglandin F sperm gelisiminde rol oynar. Bu molekiiller ayrica epididimis tiibiillerinin
kasilmasini arttirirlar. Yapilan bir ¢alismada diklofenak sodyumun erkek sicanlarin iireme
sistemi tizerindeki toksisitesi incelenmistir. Saglikli erkek siganlara 30 giin boyunca 0.25
mg/kg, 0.50 mg/kg ve 1.0 mg/kg diklofenak sodyum oral yoldan verilmis ve viicut-organ
agirliklari, sperm-testis hiicre populasyonu dinamikleri, serum biyokimyasi,
histopatolojik ve hematolojik agidan incelenmistir. Calisma sonucunda testis, epididimis,
ventral prostat ve seminal vezikiil agirliklarinda 6nemli 6lgiide azalma olmustur. Sperm
sayisi, sperm yogunlugu (epididimis ve testis), sperm motilitesi ve testikiiler hiicre
populasyon dinamikleri doza bagh bir sekilde azalmistir. Ayrica, farkli seviyelerde testis
dejenerasyonu, anormal histolojik yapilar ve seminifer tiibiillerinde daralmalar

gozlenmistir (54).

Altindag ve ark. (2019) tarafindan yapilan bir calismada gebe siganlarin
gestasyonunun 5. ve 16. giinleri arasinda kas i¢i 6.1 mg/kg/giin diklofenak sodyum ile
muamele edilmesi sonucunda 4 haftalik yavru siganlarda Sertoli ve Leyding hiicrelerinin

toplam sayisinda 6nemli bir azalmanin meydana geldigi goriilmistiir (55).
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2.5.5. Teratojenik Etkisi

Birgok tibbi iirlin hamilelik sirasinda yeterince incelenmedigi veya hayvanlarda
yapilan ¢alismalar sonucu fetiis tizerinde olumsuz etkilerinin (teratojenik, fetotoksik vb.,)
bulunmasindan dolay1 kontrendikasyonlara ve 6zel uyarilara sahiptirler. NSAII’lerin
hamileligin ikinci periyodu sirasinda uygulanmasi, fetal duktus arteriyozun erken
kapanmasina, fetal bobrek yetmezligine, trombosit agregasyonunun inhibisyonuna ve
dogumun gecikmesine neden olabilir. Hamile kadinlarda diklofenak ve diger NSAII’ler
ile ilgili yeterli ve iyi kontrollii caligsma yoktur. Diklofenak FDA’ya gbre hamilelikte 30.
haftadan once C kategorisinde, 30. haftadan itibaren ise D kategorisinde yer alir (56).

Diklofenak sodyumun teratojenitesi ile ilgili hayvanlar iizerinde bazi calismalar
yapilmistir. Bir caligmada erkek ve disi siganlara oral olarak 2 mg/kg/giin veya 4
mg/kg/giin diklofenak sodyum verilmistir. Dozlama ciftlesme Oncesi, ciftlesme, gebelik
ve emzirme siiresi boyunca yapilmistir. Caligma sonucunda diisiik dogum agirligi ve 6liim
gbzlenmistir. Fare ve siganlar {izerinde yapilan teratojenik caligsmalarda oral olarak 2
mg/kg/giin, 3 mg/kg/giin, 10 mg/kg/glin ve 20 mg/kg/giin diklofenk sodyum verilmis,
ancak fetiis iizerinde herhangi bir teratojenik etki gozlenmemistir. Daha yiliksek dozlarda
belirgin gastrointestinal etkiler ve fetiiste belirgin toksik etkiler gézlenmistir (dogum
agirliginda azalma ve 6liim). Yine hamile tavsanlar gebelik donemi boyunca oral olarak 5
mg/kg/giin veya 10 mg/kg/giin diklofenak sodyum ile muamele edilmis ve fetiis

agirliginda azalma ile doza bagli olarak anormal iskelet yapilarinda artis gézlenmistir (50).

Chan ve ark. (2001), sigan embriyosu kullanarak organogenez boyunca diklofenak
sodyumun embriyo gelisimi {izerine etkisini incelemistir. Calisma sonucunda
embriyolarin yiiksek dozlarda diklofenak sodyuma (7,5 pg/mg ve 15,0 ug/mg) maruz

kalmasi kaudal noral tiip ve fleksiyon gelisimini 6nemli 6l¢iide etkilemistir (57).

Elibol ve ark. (2019), Wistar sicanina gebeligin 5. ve 20. giinlerinde diklofenak
sodyum(1mg/kg) uygulamis ve yavrulardaki davranigsal agidan farklar1 gozlemlemistir. 4
haftalik yavrular duyusal motor testlerine, Morris’in su labirenti ve radyal labirent

testlerine tabi tutulmustur. Calisma sonucunda hem disi hem de erkeklerde tirmanma gibi
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bazi duyusal motor performanslar1 bozulmustur. Ayrica disiler, erkeklere kiyasla daha
yiiksek anksiyeteye sahip ve erkek yavrular ise kontrol grubuna gore ¢evreye daha yavas

adapte olmuslardir (58).

Gokcimen ve ark. tarafindan yiiriitiilen bir ¢aligmada gebeligin 5. giiniinden 20.
giiniine kadar her giin diklofenak sodium (1 mg/kg viicut agirligi) verilmis ve dogumdan
sonraki 4. haftada yavrulardan doku 6rnekleri alinmistir. Calisma sonucunda diklofenak
sodyum verilen grubun gebelik siliresinin kontrol grubu ile karsilastirildiginda 6nemli
6l¢iide uzun oldugu bildirilmistir. Ayrica diklofenak sodyum verilmis bireylerin periportal
alanda orta diizeyde genisleme, safra kanali proliferasyonu, hepatosit niikleuslarinda
piknoz ve paransimal hiicrelerde vakuolar dejenerasyon ile yavrularin karacigerinde

onemli farkliliklar gézlenmistir (59).

2.5.6. Laktasyonda Kullanimi

Diklofenak sodyumun siitiin i¢ine ge¢mesine iligkin veriler zayiftir, ancak ilacin
kisa bir yar1 dmrii vardir ve az miktarda glukuronid metaboliti olusur. Diklofenak emzirme
durumunda kullanilabilir. Diklofenak 6 kadina 50 mg intramuskiiler olarak verilmis ve 6
saat boyunca anne siitiinde tespit edilememistir. Ayrica 6 anneye dogum sonrasi bir hafta
boyunca giinde oral olarak 100 mg diklofenak verildiginde toplanan 59 siit 6rneginin

hi¢birinde diklofenak tespit edilemedigi rapor edilmistir (60).

2.5.7. Tlag-Nlag¢ Etkilesimleri

Bazi ilaglarn diklofenak farmakokinetigi {izerinde etkileri vardir. NSAII’lerin
birka¢ kombinasyonu kronik artropatilerin tedavisinde kullanilir. Terapdtik dozlarda,
asetil salisilik asit ve diklofenak birlikte verildiginde diklofenakin plazma

konsantrasyonunda ve biyoyararlaniminda azalma olur. Bunun yanisira diklofenak
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sodyum ile kodeinin birlikte uygulanmasinin diklofenakin goreceli biyoyararlanimi

tizerinde etkisi bulunmaktadir (22,25).

Diklofenak sodyum ve parasetamoliin saglikli goniillilere 16 giin boyunca
uygulanmasi sonucunda biyoyararlaniminda 6nemli bir etki gézlenmemistir. Ayrica, mide
ve ince bagirsak iilserlerinin tedavisi ve Onlenmesinde gastroprotektif ajanlar bu grup
ilaglarin gastrointestinal yan etkilerine etkisiz hale getirmek icin NSAIl’ler ile birlikte
uygulanir. Sulglicotide, diklofenak ile birlikte verildiginde diklofenak biyoyararlanimini
etkilemez. Diklofenak ve sukralfatin gastroprotektif formulasyonu biyoyararlanimda

farkliliklar gostermezken, daha erken ve daha biiyiik Cmax gozlenmistir (61).

Diklofenak sodyumun etkilesebilecegi Onemli ilaglar arasinda acalabrutinib,
adefovir, anisindione, apixaban, ardeparin, betrixaban, botulism immune globulin,
cabozantinib, cidofovir, cytomegalovirus immune globulin, dabigatran, dalteparin,
danaparoid, dasatinib, deferasirox, desirudin, diatrizoate, dicumarol, drotrecogin alfa,
edoxaban, enoxaparin, everolimus, fondaparinux, ibritumomab, ibrutinib, immune
globulin intravenous, immune globulin intravenous and subcutaneous, inotersen,
iodamide, iodine I**! tositumomab, iodipamide, iodixanol, iohexol, iopamidol, iopromide,
iothalamate, ioversol, ioxaglate, ioxilan, ketorolac, leflunomide, lithium, lomitapide,
methotrexate, metrizamide, mipomersen, omacetaxine, panobinostat, pexidartinib,
ponatinib, prasugrel, ramucirumab, regorafenib, respiratory syncytial virus immune
globulin, rho (d) immune globulin, rivaroxaban, sirolimus, tacrolimus, temsirolimus,
teriflunomide, tinzaparin, tositumomab, vorapaxar, warfarin ve zanubrutinib yer
almaktadir (17) (Tablo2.4.).
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Tablo 2.4. Diklofenak sodyum ve etkilestigi ilag gruplari.

Ilac ve ilag gruplar

Etkilesme

Lityum (bazi zihinsel problemler) ya da segici serotonin
geri alim inhibitérleri (SSRI lar) (bazi depresyon
tiplerinin tedavisinde kullanilan ilaglar)

Kardiyak glikozidler (kalp sorunlarimin tedavisinde
kullanilan bir ila¢ grubu)

Mifepriston (istenmeyen gebelikleri sonlandirmak icin
kullanilan bir ilag)

Diiiretikler (idrar séktiiriicii ilaglar)

ACE inhibitorleri ya da beta-blokdrler (yiiksek kan
basincinin ve kalp yetmezliginin tedavisinde kullanilan
ilaglar).

Diger iltihap giderici ilaglar (asetilsalisilik asit ya da
ibuprofen gibi)

Kortikosteroidler (viicudun iltihaptan etkilenen
bélgelerinde rahatlama saglamak igin kullanilan
kortizon ve benzeri ilaglar)

Kanin pihtilasmasini énlemek igin kullanilan varfarin
ve benzeri ilagclar

Diyabet (seker hastaligi) ted. kKull. ilaglar (insiilin harig)

Metotreksar (bazi kanser ya da eklem iltihabi tiirlerinin
tedavisinde kullanilan bir ilag)

Siklosporin, takrolimus (Ozellikle organ nakli yapilan
hastalarda kullanilan ilaglar)

Trimetoprim (idrar yolu enfeksiyonlarindan korunmada
ve bu enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilir)

Kinolon tiirevi antibakteriyel ilaglar (Enfeksiyona karst
kullanilan bazi ilaglar)

Vorikonazol (mantar enfeksiyonlarinda kullanilan bir
ilag)

Fenitoin (havale tedavisinde kullanilan bir ilag)

Kolestipol ve kolestiramin (kolesterol diistiriicii olarak
kullanilan ilaglar)

Diklofenak, lityumun atilim oranini azaltabilir.
Serum lityum diizeyi artabilir.

Diklofenak ile kombine durumda digoksinin
serum konsantrasyonunu arttirabilir.

Diklofenak ile kombine durumda Mifepristonun
serum konsantrasyonunu arttirabilir.

Diklofenak ile kombinasyon halinde
kullanildiginda Indapamid'in terapétik etkinligi
azaltilabilir.

Diklofenak, perindopril ile kombine durumunda
bobrek yetmezligi, hiperkalemi ve hipertansiyon
riski veya siddeti arttirilabilir.

Diklofenak, ibuprofen ile kombine durumunda
yan etki riski veya siddeti arttirilabilir.

Kortizon, diklofenak ile kombine durumda
gastrointestinal tahris riski veya ciddiyeti artabilir.

Diklofenak, varfarin ile kombine durumda
kanama ve kanama riski veya siddeti arttirilabilir.

Diklofenak, metformin atilim oranini azaltabilir.

Metotreksat' in serum konsantrasyonu, Diklofenak
ile kombine durumda arttirilabilir.

Diklofenak'mn serum konsantrasyonu, siklosporin
ile kombine edildiginde arttirilabilir.

Trimetoprim ile kombine edildiginde diklofenak
metabolizmasi azaltilabilir.

Siprofloksasin ile kombine edildiginde diklofenak
metabolizmasi azaltilabilir.

Vorikonazol ile kombine edildiginde diklofenak
metabolizmasi azaltilabilir.

Diklofenak'in serum konsantrasyonu, fenitoin ile
komedildiginde arttirilabilir.

Kolestipol, diklofenak emiliminde azalmaya ve
sonugta serum konsantrasyonunun azalmasina ve
potansiyel olarak etkinligin azalmasina neden
olabilir.
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2.5.8. Kontrendikasyonlari

Diklofenak sodyuma karsi asir1 duyarlilik (Anafilaktik reaksiyonlar, ciddi deri
reaksiyonlar1); aspirin veya diger NSAII’leri aldiktan sonra astim, iirtiker veya diger
alerjik tip reaksiyon gec¢misi ve koroner arter bypass greft operasyonu durumunda

(kardiyovaskiiler trombotik olaylar) kontrendikedir (62).

2.6. Diklofenak Sodyumun Sistemler Uzerine Toksik Etkileri

Diklofenak sodyumun baglica olumsuz etkiledigi organ ve sistemlerin basinda

gastrointestinal sistem, kardiyovaskiiler sistem, karaciger ve bobrekler yer alir.
- Gastrointestinal Sistem Uzerine Toksik Etkileri

Geleneksel NSAil’ler gastrointestinal kanama dahil yasami tehdit eden
gastrointestinal yan etkiler ile iliskilendirilmistir. Gastrointestinal yan etkiler, NSAII’ler
kullanimu ile en sik goriilen hasta sikayetleridir. iki farkli COX izoformunun kesfinden
kisa bir siire sonra, belirli bir NSAII ile iliskili GI toksisite boyutunun COX-1'a kars1 nispi
aktivite ile iliskili oldugu farzedilmistir. COX-1 inhibisyonu ile gastrointestinal yan etkiler
arasmdaki nedensel iliskiden dolayr, COX-2'ye &zgii NSAIl’ler gastrointestinal riski
azaltmak i¢in gelistirilmistir. Diklofenak, COX-2'ye COX-1'den daha fazla 6zgiilliik
gosterir ve diger NSAIl’lere kiyasla nispeten diisiik bir GI toksisitesi seviyesi ile
iliskilidir. Bununla birlikte, vaka-kontrol ve kohort ¢aligmalar1 analizinde arastirmacilar
genel olrak ibuprofenin NSAII’ler arasinda en diisiik gastrointestial riske sahip oldugu,
bununla birlikte diklofenak ve naproksenin ibuprofen ile Kkarsilastirildiginda

gastrointestinal risklerinin biraz daha yiiksek oldugu sonucuna varmislardir (46).
- Kardiyovaskiiler Sistem Uzerine Toksik Etkileri

Koksibler, COX-2 izoenziminin secici inhibitorleridir. Ayrica bu ilaglar

NSAIl’lerin gastrontestinal yan etkilerini azaltmak igin gelistirilmistir. Fakat, koksiblerin
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daha az gastrointestinal komplikasyon ile agrinin giderilmesi igin geleneksel NSAIi’ler
kadar etkili oldugu, ancak potansiyel olarak kardiyovaskiiler riskleri oldugu gosterilmistir.
Yapilan bir meta-analizde, plaseboya kiyasla tiim NSAIl’lerin farkli seviyelerde
kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler risklere neden oldugu gostermistir. Rofecoxib
miyokard enfarktiisii riski ile yiiksek oranda iliskili olmakla birlikte bunu lumiracoxib
takip etmektedir. Fel¢ riski agisindan ise ibuprofen ve diklofenak olduk¢a dnemlidir.
Ayrica Etoricoxib ve diklofenakin kardiyovaskiiler 6liim riski ile de iliskili oldugu
bulunmustur. Oral diklofenak kullanimi, tedaviye baslandiktan hemen sonra en yliksek
risk tehlike oranina sahiptir. 80 yasin {izerindeki hastalarda, tedavinin ilk haftasinda
diklofenak almimi diger yas gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede
yiiksek 6liim riskine sahiptir. Diklofenak ayrica lokosit-endotel etkilesimleri {izerinde
koruyucu bir etkiye sahiptir. Lokositlerin vaskiiler endotele yapismasi, plak olusumunda
kardiyovaskiiler hastaliga dnemli 6l¢iide katkida bulunan erken bir adimdir. Diklofenakin,
PMN I6kositlerinde kemotaksisi ve proteaz iiretimini azalttigi ve L-selektin, E-selektin,
hiicreler arasi1 adezyon molekiilii-1 ve vaskiiler hiicre adezyon molekiilii-1 dahil olmak
tizere 10kosit-endotel hiicre adezyon siirecine dnemli katkida bulunanlarin ekspresyonunu
azalttig1 gortiilmektedir. Diklofenakin antihipertansif ajanlarin etkilerini ortadan kaldirdig:
goriilmemektedir. Bu nedenle, diklofenak hipertansiyon tedavisi goren hastalar i¢in uygun

bir NSAII’ler segenegi gibi goriinmektedir (46).
- Karaciger Uzerine Toksik Etkileri

Antihipertansifler, antimikrobiyaller ve immiinosiipresanlar gibi NSAII’ler de
ilaca bagh karaciger hasarina neden olabilir. Aydin ve ark. (2003)’ nin yaptiklar1 bir
calismada eriskin erkek Wistar siganlara artan dozlarda diklofenak sodyum (50, 100, 150
mg/kg/giin) intramuskiiler olarak verilmistir. Calisma sonucunda tiim diklofenak sodyum
gruplarinda histopatolojik degisimler (karaciger hiicrelerinin hidropik dejenerasyonu,
fokal siniizoidal ve vena centralis dilatasyonu, portal alanlarda safra kanali proliferasyonu

ve periontal bolgenin mononiikleer hiicre ile genislemesini gézlenmistir (63).
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- Bobrek Uzerine Toksik Etkileri

Gastrointestinal ve kardiyovaskiiler durumlara ek olarak, NSAIi’lerin uzun siireli
kullanim1 bobrek hasari ve toksisite ile iligkilendirilmistir. Yapilan bir ¢alismada albino
sicanlara 14 giin boyunca 2 mg/kg/giin diklofenak sodyum verilmistir. Calisma sonucunda
diklofenak sodyum proksimal ve distal kivrimli tiiplerin tahribine neden olmustur.
Raporlar, segici COX-2 inhibitdrlerinin, secici olmayan NSAIi’lerde gézlenenlere benzer
sekilde bobrek fonksiyonu iizerinde etkileri oldugunu gosterse de terapotik dozlarda

diklofenak ile akut tedavi, 6nemli 6l¢lide hasar gormiis bobrek hastalariyla iliskili degildir

46).

2.7.  Diklofenak Sodyum Zehirlenmesi ve Tedavisi

NSAII’ler doz asimini takiben tipik olarak uyusukluk, bulanti, kusma ve epigastrik
agr1 ile sinirlidir. Hipertansiyon, akut bobrek yetmezligi, solunum depresyonu ve koma
nadirdir (17).

Diklofenak ile ilgili yiiksek doza bagli olarak vaka bildirimleri olmustur. Ornegin,
19 yasindaki bir birey alkollii igecek ile birlikte 20 tablet (4 g) klormezanon ve 30 tablet
(1500 mg) diklofenak sodyum almistir. Kiside hipotoni gozlenmis ancak refleksler

normaldi. Gastrik lavaj uygulandiktan sonra hasta iyilesmistir (64).

NSAIil’lerde doz asimi sonrasi semptomatik ve destekleyici bakim diisiiniiliir.
Spesifik bir antidotu yoktur. Yiiksek doz alan hastalarda veya yutulduktan 4 saat icerisinde
kusma ve/veya aktif komiir (eriskinlerde 60-100 mg, pediyatrik hastalarda 1-2 g/kg viicut
agirhigl) ve/veya ozmotik katartik diistiniiliir (65).
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2.8. Sisplatin Toksisitesi

2.8.1. Sisplatinin Fizikokimyasal Ozellikleri

Sisplatin, (CAS no. 15663-27-1, MF-CI2H6N2Pt; NCF-119875) ayn1 zamanda
cis-diaminodikloroplatinyum olarak adlandirilan (PtII(NH3)2CI12), CDDP) kare
diizlemsel platin (IT) kompleksi ve cis konfigilirasyon oryantasyonunda 2 ligand kloriir
iceren metalik koordinasyon bilesigidir. Inorganik yapida, oda sicakliginda beyaz veya
koyu sari-turuncu kristal toz seklinde, suda ¢oziiniir bir molekiildiir ve yalnizca cis izomeri
sitotoksik 6zelliktedir. Cisplatin normal sicaklik ve basing altinda stabildir ancak zamanla

yavas yavas trans-izomere doniisebilir (Sekil 2.2.) (66, 67, 68)

Kimyasal isim: cis-diaminodikloroplatinum
Cl..,, ““““NH3 Molekiiler formiil: C,,H,N,Pt
Pt Molekiiler agirhik: 301.1 g/mol
C|/ \NH3 Renk: Koyu san kristal toz / berrak ¢ozelti
Suda ¢oziiniirliik: 2.53 g/L (25°C’de)
Sisplatin Erime noktasi: 270°C

Sekil 2.2 Sisplatinin molekiiler yapisi ve fizikokimyasal 6zellikleri (66, 67).

2.8.2. Genel Kullanimi

Sisplatin, 1960 yilinda Michigan Universitesi’nde Rosenberg tarafindan
Escherichia coli'ye karsi antibakteriyel aktivitesinin kesfinden bu yana yaygimn olarak
kullanilir (69). Bu aktivitesine ek olarak sisplatinin sarkoma ve 16semi hiicre dizilerindeki
antitimor aktivitesi ayni grup arastirmacilar tarafindan degerlendirilmis ve en giiglii
kanser ilaglarindan biri olan sisplatinin klinikte kullanimini1 saglayacak olan ¢alismalar

sonucunda klinik kullanimi1 baglamistir (70, 71).

1978'de Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan
onaylanan sisplatin DNA c¢ift zincirinde ¢apraz baglanma yapan antikanser bir ilagtir (71).
Cesitli kanser tiirlerinin tedavisinde genis etkinligi nedeniyle en ¢ok kullanilan sitotoksik

antikanser ilaglarindandir. Mesane, yumurtalik, bas ve boyun, akciger, testis, servikal,
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yemek borusu, meme ve beyin kanserlerinin tedavisinde tek basina veya diger antikanser

ilaclarla kombine olarak intravendz infiizyon seklinde kullanilmaktadir (72, 73).

Sisplatin, kat1 timdrlerin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. En belirgin
ve etkili klinik uygulamalarindan biri akciger kanseri tedavisi iizerinedir. Arastirmalar,
kiiciik hiicreli akciger kanserlerinin tedavisi i¢in platin bazli tedavinin etkili oldugunu
gostermistir. Karboplatinin yan1 sira sisplatin, kiiclik hiicreli akciger kanserleri tedavisi
icin iki ana kemoterapotik ilagtan biridir. Sisplatin, karboplatine kiyasla daha gii¢li
antitimor aktivite gostermesi nedeniyle klinik calismalarda siklikla tercih edilmektedir.
Bununla birlikte bobrek toksisitesi riski nedeniyle, idrar hacimlerinin izlenmesi

gerekmektedir (72-74).

Sisplatin, yumurtalik kanseri tedavisinde de klinik olarak uygulanmaktadir.
Calismalardan elde edilen kanitlar, sisplatin kemoterapisinin hastaligin erken evrelerinde
etkili oldugunu gostermektedir. Siddetli yan etkilerin yani sira direng gelistirme riskine
ragmen sisplatinden tiiretilen ilaclar yumurtalik kanserinin ana tedavisi olarak siklikla

diger ilaglar ve kimyasal ajanlarla kombinasyon halinde uygulanmaktadir (72-74).

Sisplatinin {iglincli klinik uygulamasi karsinom tedavisindedir. Bas ve boyun
skuamoz hiicreli karsinomu olarak da adlandirilan bas ve boyun kanseri, yaygin bir malign
hastaliktir. Radyasyon, cerrahi ve kemoterapi gibi tedavi seceneklerinin bulunmasina
ragmen, genellikle yiiksek 6liim oranlart ile iligkilidir. Bu nedenle, hastaligin tedavisinde
sadece sisplatin kullanimi etkili degildir. Ozellikle metastatik iirotelyal karsinomali
hastalarda siklikla doksorubisin, metotreksat, gemsitabin ve/veya vinblastin gibi diger
ajanlarla kombine edilir. Bununla birlikte, sisplatinin karsinom tedavisinde kullanimi

bir¢ok hastanede kemoterapi ajani olarak oncelikli tercih edilir (72-74).

Sisplatin, yumurtalik kanseri disinda tiim diinyada kadinlar arasinda 6nde gelen
bir diger 6liim nedeni olan meme kanseri tedavisinde de kemoterapi ilact olarak
kullanilmaktadir. Diger kanserlerin tedavisinde cerrahi prosediirler uygulanirken, meme
kanseri i¢in kemoterapi, malign meme kanserinin tedavisinde tek segenektir. Sisplatin

iceren ajanlarla kemoterapinin meme kanserinin ¢esitli malignitelerinin tedavisinde



30

siklikla uygulanma nedeni birgok kemoterapdtik ajanin, hizli boliinen hiicreleri hedef
almas1 ve bu nedenle sitotoksisite Ozelliklerinden dolay1r dokulara zarar vermesidir.
Bununla birlikte, sisplatin kombinasyonu ile sitotoksisite azalir. DNA eklentileri araciligi
ile replikasyon inhibisyonu ve apoptoz indiiksiyonuna neden olan sisplatin beyin kanseri

tedavisinde de uygulanmaktadir (74).

Calismalar, sisplatinin antikanser aktivitesini tiimor hiicresinde birden fazla hedefe
baglanarak yaptigin1 gostermektedir. Genellikle genomik DNA (gDNA) veya
mitokondriyal DNA (mtDNA) ile baglanir, DNA lezyonlar1 olusturur. DNA, mRNA ve
proteinlerin tretimini bloke eder, DNA replikasyonunu durdurur. Sonunda nekroz veya

apoptoza yol acan cesitli transdiiksiyon yollarini aktive eder (75).

2.8.3. Sisplatinin Farmakokinetik Ozellikleri

Sisplatinin viicut i¢ine uygulamasi paranteral yoldan yapilmaktadir. Bunun nedeni
sisplatinin gastrointestinal kanaldan emiliminin olmamasidir. intravendz, intra arteriyel
ve intra peritoniyel olarak uygulanabilmektedir. Bu ii¢ uygulamayla da sisplatin dokulara

hizla difiize olur ve plazma proteinlerine yiiksek oranda (yaklasik %90) baglanir (76, 77).

Sisplatin intraven6z kullanimdan sonra neredeyse tamamen emilir. Sisplatinin 1
ila 5 dakikada bolus intravendz enjeksiyonu veya 15 dakika veya bir saat boyunca yapilan
bolus intravendz inflizyonu sonucu hemen doruk plazma konsantrasyonlarina
ulagsmaktadir. Sisplatin, 6 ve 24 saat boyunca intravendz infiizyon yoluyla
uygulandiginda, inflizyon sirasinda toplam platin plazma konsantrasyonlar1 kademeli
olarak artmakta ve inflizyonun bitiminden hemen sonra doruk konsantrasyonlara

ulagmaktadir.

Mannitoliin sisplatin ile ayni zamanda verildiginde, proteine bagli olmayan

platinin doruk plazma konsantrasyonlarini arttirdigi gosterilmistir (78, 79).

[lacin antitiimér aktivitesinden ve toksisitesinden proteine bagli olmayan ilag ve

metabolitlerden olusan platin bilesikleri sorumlu tutulmaktadir (79).
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Sisplatin baslangicta tiim dokulara dagilir; ancak ilk saatte bobrek, karaciger, kas
ve deride birikme egilimi gosterir. Bobrek ve karacigerdeki lokalizasyon ise uzun
siirelidir. En yliksek doku platin konsantrasyonlari, yumurtalik ve rahim gibi ilacin en

giiclii antineoplastik aktivitesini gosterdigi dokularda meydana gelmektedir (76).

[lacin merkezi sinir sistemine penetrasyonunun yavas ve diisiik oranda oldugu
gosterilmistir. Ancak intraserebral timdr dokusunda ve tiimore bitisik 6demli beyin
dokusunda oOnemli miktarlarda sisplatin tespit edilmistir. Saglikli beyin doku

seviyelerinde ise bu miktar diistiktiir (78).

Sisplatinin metabolizmas1 tam olarak aydmlatilamamstir. Ilacin enzimatik
olmayan vyollarla biyotransformasyona ugradigi ve sisplatin ve metabolitlerinin

enterohepatik dolagima girdigi diistiniilmektedir (80).

Sisplatin ve metabolitleri esas olarak renal yoldan idrarla atilir. Sisplatin dozunun
%90'dan fazlasi, renal klirens ile (ilk 24 saat iginde %25'1) viicuttan atilir Atilim agirlikl
olarak glomeriiler filtrasyon yoluyla meydana gelir, ancak sisplatin ve metabolitlerinin
tiibiiler salgilama ve reabsorpsiyon yoluyla da atildigina dair bazi kanitlar bulunmaktadir.
Baslangicta toplam platinin renal klerensi, kreatinin klirensine esittir. Proteinlere
baglanma meydana geldikge klirens hizla azalir ve uzun bir bosaltim fazi ile sonuglanir.
Toplam plazma platin konsantrasyonunun diislis hizi, bagh platini tasiyan plazma

proteinlerinin bozunma hiz1 ile baglantilidir (77, 78)..
Safra ve tiikiiriik yoluyla da az miktarda sisplatin atilmaktadir (80).

Proteine bagli olmayan platin i¢in biyolojik yar1 dmrii baglangi¢ fazinda 2,7 ila 30
dakika ve son fazda 32 ila 53,5 dakikadir. Protein ve dokulara baglanmanin ¢ok fazla
olmasi eliminasyon siiresinin uzamasina neden olur. Bagli olan platin minimum bes giin
veya daha fazla yar1 dmiirle yavasca elimine edilir. Ilk 5 giin i¢inde dozun %27-43"ii kadar

olmaktadir (79).
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2.8.4. Sisplatinin Farmakodinamik Ozellikleri

Sisplatinin neden oldugu DNA hasari, alkilleyici ajanlarin neden oldugu hasara
benzer. Sisplatin, iki kloriir ayrilan grubun su veya hidroksil ligandlar ile degisimini
iceren bir dizi reaksiyon ile aktive edilir. Sisplatin kompleksi, hiicre i¢ine gore daha
yiiksek olan plazmadaki yiiksek kloriir konsantrasyonu sayesinde hiicre zarlarindan
birlikte hareket eder. Ve sisplatin kompleksindeki kloriir ligandlarinin yerini su alir.
Bunun sonucunda, hiicreler i¢in DNA hasarina yol agan toksik pozitif yiiklii platin

kompleksleri olusur.

Sisplatinin  kanserli hiicrelerde yaptig1 birincil etki, DNA sentezinin
inhibisyonudur. DNA sentez inhibisyonu, RNA ve protein sentezini inhibe etmek i¢in

gerekenden ¢ok daha diisiik dozlarda ortaya ¢ikar.

Ilag, DNA molekiiliinde sitotoksisite ile orantili sekilde iplik¢ik ici ve iplikler aras1
capraz baglar olusturur. Tiimor hiicrelerinde, sonunda hiicrenin dliimiine yol agan asiri

mutasyon yiikii biriktirir ve apaptozu indiikler.

Sisplatin ayrica immiinosupresif, radyosensitize edici ve antimikrobiyal

ozelliklere sahiptir (79).

2.8.5. Sisplatinin Toksisitesi

Sisplatin DNA ile etkilesir ve piirin DNA bazlar1 ve bu platin bilesigi ile kovalent

eklenti olusturur, etkilesim sisplatinin sitotoksik etkisinin temel nedenidir (67).
Sisplatinin Akut Toksisitesi

Sisplatin ile ilgili olarak yapilan akut toksisite g¢alismalari Tablo 2.5’de
gosterilmistir. Siganlar ve farelerde oral LD50 degerleri sirasiyla 25,8 mg/kg, 32,7
mg/kg’dir. Sicanlarda para-periosteal LD50 degeri 8,0 mg/kg, farelerde intravendz LD50
degeri ise 11 mg/kg’dir. LD50 degeri ilacin verilis yoluna ve verilen tiire gore

degismektedir (81).



Tablo 2.5 Sisplatinin Akut Toksisite Calismalari
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Organizma  Test Tipi Verilis Yolu Doz (mg/kg)
Sican LD50 Oral 25.8

Sican LD50 Paraperiosteal 8.0

Fare LD50 Oral 32.7

Fare LD50 Intravendz 11

Sisplatinin Tekrarh Doz Toksisitesi

Tekrarli doz calismalarinda esas sonug gozlenebilen hicbir olumsuz etki

gostermeyen en yiiksek doz (NOAEL) ve gdzlemlenen en diisiik olumsuz etki dozun

(LOAEL) belirlenmesidir.

Kopeklerde, sisplatinin 5 giin siireyle intravenéz yoldan yapilan toksisite

caligmasinda sisplatinin LOAEL degeri 0,75 mg/kg/giin olarak tespit edilmistir.

Intravendz yoldan 5 giin siireyle primatlarda yapilan ¢alismada ise LOAEL degerleri 2,5

mg/kg/giin ve 1,25 mg/kg/giin olarak tespit edilmistir. 5 hafta siireyle intravendz yoldan

primatlarda yapilan ¢aligmada LOAEL degeri 0,625 mg/kg/giin olarak ve 11 hafta siire ile

intraperitoneal yoldan primatlarda yapilan ¢alismada ise 1 mg/kg/giin LOAEL degeri

tespit edilmistir ve hepsinde hedef organ bobreklerdir (81).

Tablo 2.6 Sisplatin Tekrarli Doz Toksisite Caligsmalari

Siire Organizma  Verilis Yolu  Doz(mg/ Sonu¢  Hedef Organ
kg/giin)
5 giin | Kopek Intravenoz 0,75 LOAEL  Bobrekler
5 giin | Primat Intravendz 2,5 LOAEL  Bobrekler
5 giin | Primat Intravendz 1,25 LOAEL  Bobrekler
5 hafta | Primat Intravendz 0,625 LOAEL  Bobrekler
11 hafta | Primat Intraperitoneal 1 LOAEL  Bobrekler
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2.8.6. Sisplatinin Sistemler Uzerine Toksik Etkileri

Sisplatin tedavisi bulanti, nefrotoksisite, kardiyotoksisite, hepatotoksisite ve
norotoksisite gibi ¢esitli toksik yan etkilerle iliskilendirilmistir. Cesitli calismalarda
aritmiler, konjestif kalp yetmezligi, elektro kardiyografik degisiklikler ve miyokardit gibi
bir¢ok toksik olay bildirilmistir (74).

Nefrotoksisitenin baslangigta doz sinirlayic toksisite oldugu diistiniilse de yeterli
hidrasyon saglandiginda genel olarak klinik bir problem degildir. Anoreksiya ve periferik
noropati, kronik tedavi ile baslica doz sinirlayici toksisitelerdir. Toksisiteler akut (asiri
duyarlilik, gastrointestinal), subakut (nefrotoksisite, lireme, hematolojik) ve kronik

(nefrotoksisite, Raynaud fenomeni) olarak siniflandirilabilir (82).
- Hepatotoksisite

Yiiksek dozda sisplatin hepatotoksisiteye neden olabilmektedir. Oksidatif stres
sonucu indirgenmis glutatyon seviyesinin tiikenmesi, sisplatin kaynakli toksisitenin ana
nedenidir. Ayrica birgok calisma, sisplatin ile tedavi edilen siganlarda hepatik
malonaldehitte 6nemli bir ylikselme ve antioksidan enzim seviyesinde azalma oldugunu
bildirmistir. Hiicresel hasara ve toksisiteye neden olmakla dogrudan ilgili olan en hassas
biyobelirtegler, transaminazlardir. Hiicresel hasardan sonra dolasima salinir. Serumda
hepatik enzim seviyesinin yiikselmesi ve bilirubin bozulmus karaciger fonksiyonlarinin
gostergeleridir.  Sitokrom  P450-2Elenzim  ekspresyonunun artmasiyla gézlenen
histopatolojik degisiklikler, inflamatuar hiicrelerle birlikte hepatositlerin nekrozu ve
dejenerasyonudur.  Sisplatin  ile tedavinin  hepatotoksisiteyi  siddetlendirdigi
gosterilmistir.Son ¢alismalar selenyum ve vitamin E gibi ¢esitli ajanlar kullanilarak

sisplatin kaynakli hepatotoksisitenin dnlenmesine yonelik yontemlere odaklanmustir (67).
- Nefrotoksisite

Bobrek, sisplatini diger organlardan daha fazla biriktirir ve atiliminin ana yoludur.
Proksimal tiibiiller epitel hiicrelerindeki  sisplatin  konsantrasyonu, serum

konsantrasyonunun yaklasik 5 katidir. Sisplatinin bébrek dokusunda orantisiz birikimi,
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sisplatin kaynakli nefrotoksisiteye neden olmaktadir. Amino asit lizin ve metioninin
biyosentezi, metabolik enerji iretmek icin lipidlerin par¢alanmasi sirasinda yag asitlerinin
sitozolden mitokondriye tasinmasi i¢in gerekli olan karnitin adi verilen kuaterner bir
amonyum bilesigi olusturmaktadir. Bobrek hasarina karnitin sentezinin inhibisyonu ve
ayrica karnitin iiretiminin azalmasi nedeniyle nefronun proksimal tiibiilii tarafindan
karnitinin yeniden emilmesi neden olur. Sisplatin bobrek tarafindan hem glomeriiler

filtrasyon hem de tiibiiler sekresyon yoluyla atilir (67).

Tekrarlanan sisplatin dozundan sonra hipomagnezemi, hipokalemi, hiponatremi

ve hipokalsemi gibi elektrolit anormallikleri bildirilmistir (83).

Antiditiretik hormonun uygunsuz salgilanmasi sendromu, literatiirde sisplatin ve
diger sitotoksik ilaglarin uygulanmasi sonucunda bildirilmistir. Bu sendrom, serumun

hipo-ozmolalitesiyle birlikte hiponatremi ile karakterizedir (76).
- Hipersensisitive reaksiyonlari

Deri dokiintiisiinden anafilaksiye (yliz kizarmasi, anjiyonorotik 6dem, hirilt,
hipotansiyon) kadar degisen belirti ve semptomlarla seyreden asir1 duyarlilik reaksiyonlari
nadir goriilen bir durumdur. Ulusal Kanser Enstitiisii 267 ardisik kiirde sadece dort ciddi
anafilaktik reaksiyon vakasi bildirmistir (1976'dan 1979'a kadar 107 hasta). Bu ve
bildirilen diger asir1 duyarlilik reaksiyonlari, daha once sisplatin alan ve genellikle
antihistaminikler, kortikosteroidler veya epinefrin ile akut olarak kontrol edilen hastalarda
meydana gelmistir. Kortikosteroidler ve antihistaminikler ile premedikasyondan sonra,
daha oOnce sisplatin kaynakli asir1 duyarlilik gosteren birka¢ hastada yeniden tedavi

basarili olmustur (82).
- Gastrointestinal toksisite ve miyelosiipresyon

Gastrointestinal toksisite ve miyelosupresyon, gastrointestinal sistemle birlikte
kemik iliginde hizla bdliinen hiicrelerin 6liimii ile iliskilendirilmektedir. Sisplatin ayrica
kemoreseptor tetikleme bolgesini aktive eder ve kusmayi indiikler (76). Sisplatin, tedavi

programindan bagimsiz olarak hemen hemen tiim hastalarda bulant1 ve kusmaya neden
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olmaktadir. Kusmaya hem merkezi (kemoreseptor tetikleme bolgesi) hem de periferik

mekanizmalar neden olmaktadir (67).
- Ureme toksisitesi

Kemoterapinin iireme sistemi lizerine etkisi hakkinda ¢alismalar kisithidir. Yaygin
testis kanserli hastalarda sisplatin kombinasyon kemoterapisinin gonadal fonksiyon
tizerindeki etkileri yakin zamanda incelenmis ve tiim hastalar doksorubisinli veya
doksorubisinsiz sisplatin, vinblastin ve bleomisin ile tedavi edilmistir. incelenen 30
hastadan 5'1 tedaviden Once azospermiktir ancak kemoterapinin baglamasindan sonraki 2
ay icinde 1 hasta hari¢ hepsinde azospermi gelismistir. Sperm sayimlarinin diizelmesi 1.5
ila 2 y1l arasinda olmustur. Sisplatin kombinasyon kemoterapisi neredeyse ¢ogu hastada,

ancak potansiyel olarak geri doniisiimlii azospermi tiretmektedir (84).

Genel olarak infertilite ve iireme sorunlari kanser hastalarinda kemoterapi ve
radyoterapi sonrasit ortaya c¢ikan komplikasyonlar arasindadir. En etkili antikanser
ajanlarindan biri olan sisplatin, testis kanseri gibi kat1 neoplazmalarin tedavisinde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Kisirlik, sisplatinin neden oldugu testis hasari ile iliskili en
yaygin sonugtur. Sisplatinin testisler lizerindeki olumsuz etkilerinin atrofik seminifer
tiibiiller, spermatogonium ile bazal lamina arasindaki baglantilarin kaybi, germinal
epitelde apoptoz ve nekroz, inflamasyon, peritiibiiler bolgede hasar gibi ¢esitli anomaliler
ile karakterize oldugu bildirilmistir. Sisplatin, germ hiicrelerinde niikleik asit sentezini
olumsuz etkiler ve sonug olarak tiim spermatogenez siirecini bozar. Ayrica, Leydig
hiicrelerinin sisplatin tarafindan zarar gérmesi nedeniyle testosteron liretimi bozulur.
DNA eklentileri yaratir ve replikasyon ve transkripsiyon gibi hayati siirecleri bozar ve
nihayetinde apoptoza yol acar. Sisplatinin lireme toksisitesi, testis hiicrelerine, 6zellikle
de spermlere zarar veren reaktif oksijen tiirlerinin iiretiminden kaynaklanmaktadir.
Toksisite, testislerin antioksidan kapasitesinin azalmasi ve lipid peroksidasyonundaki artis
ile kendini gosterir. Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu sisplatin dozuna ve tedavi siiresine

baglhdir (82).
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Sisplatin, plasentay1 gegip fotal hasara neden olabilmektedir. Sisplatinin farelerde
teratojenik, fareler ve ratlarda embriyotoksik oldugu gosterilmistir. Platin bilesikleri
hayat1 tehdit eden durumlar disinda gebelik doneminde kullanilmamalidir Gebelik

kategorisi D olarak siniflandirilmistir (85)..
- Hamilelik ve laktasyonda kullanimi

Cogu kaynak, antineoplastik tedavi alan annelerin, Ozellikle sisplatin gibi
alkilleyici ajanlarla emzirmemesi gerektigini diislinmektedir. Platin siite atilir, ancak vaka
raporlarindan elde edilen sonuglar tutarsizdir. Siitteki platin, tekrarlanan kemoterapi
kiirleri ile artabilir. Anne siitiine gegen platinin kesin formlar1 ve toksisitesi de
bilinmemektedir. Emzirilen bebek, platin bilesiklerini intravendz yerine agizdan alacaktir
ve platin bilesiklerinin bebekler tarafindan oral absorpsiyonu bilinmemektedir. Sisplatin
kemoterapisinden sonra emzirmenin giivenli olmadigr ve emzirmenin muhtemelen

kesilmesi gerektigi goriilmektedir (86).

Kemoterapi, anne siitliniin normal mikrobiyomunu ve kimyasal yapisint olumsuz
etkileyebilir. Hamilelik sirasinda kemoterapi alan kadinlarin bebeklerini emzirmede

zorluk yasamalar1 daha olasidir (86).
- Ototoksisite

Ototoksisite, insan hastalarda kopeklere gére daha yaygin olarak rapor edilmistir.
120 mg’a kadar doz alan insan hastalarin %7-90'1nda ototoksisite gdzlemlenmistir. Isitme
kayb1 yiiksek frekans araligindadir ve doza bagli, kimiilatif ve siklikla geri
dondiiriilemezdir. Es zamanli kraniyal 1s1nlama ototoksisiteyi arttirir. Yiiksek doz sisplatin
ile yapilan bir ¢alismada, dnemli 6lciide daha diisiik isitme seviyelerine ragmen, higbir
hasta, isitme cihaz1 gerektiren, engelleyici bir isitme kaybina ugramamistir. Hipertonik
salin kullanim1 ve kuvvetli hidrasyon ototoksisiteyi azaltmamistir. Insanlar bu toksisiteyi
tiz bir kulak ¢inlamasi (kulak ¢inlamasi) duyma ve sesleri farkli sekilde duyma seklinde
gosterirken, kiiciik hayvanlar bunu hiperaktivite veya asirt havlama gibi isitsel bir uyarana
uygun olmayan bir tepki veya alisilmadik derecede giiglii bir tepki olarak ifade

edebilmektedir. Bu toksisitenin mekanizmasi belirsizdir ancak spontan olarak komsu
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ndronlarin alinmasini, anormal koklear s1vi akimlarini veya membran hareketinin yetersiz

modiilasyondan kaynaklanabilmektedir. (75)
- Norotoksisite

Norotoksisite, periferik bir noropati olarak tanimlanir ve genellikle kiimiilatif 400
mg veya daha yiiksek doz alan hastalarda gelisir. Koruyucu 6nlemlerle birlikte yiiksek doz
sisplatin kullanan ¢aligsmalarda, bazi hastalarda hafif ila orta siddette paresteziler meydana

gelmistir (75).
- Kardiyotoksisite

Sisplatin kaynakli kardiyotoksik etkilerin, ventrikiiler aritmiler, supraventrikiiler
tagikardi, atriyal fibrilasyon, ara sira siniis bradikardisi ve ara sira tam atriyoventrikiiler
blok igeren elektrokardiyografi ve aritmilerdeki degisiklikler yoluyla ortaya c¢iktigi
bildirilmistir (83).

Sisplatin inflizyonunun 30 dakika ila 2 saat sonrasinda asemptomatik siniis

bradikardisi goriilebilmektedir (85).

2.9. Serviks Kanser Hiicresinin Ozellikleri

Serviks kanser hiicre hatt1 (HeLa) 31 yasinda serviks kanserinden 6len Afrika
kokenli Amerikali Henrietta Lacks'ten alinan rahim agzi kanseri hiicrelerinden elde
edilmistir. Hiicre hatlarina hiicrelerin alindigi hastanin isminin bas harfleri verilerek ve
HeLa hiicresi olarak adlandirilmistir. Oliimsiiz bir hiicre dizisi olan bu hiicre hatt1 oldukca
dayanikli ve hizli-devamli c¢ogalma ozelliginde olmasi onun bilimsel c¢alismalarda
kullanilmasina imkan vermistir. Bu hiicre hatt1 daha ¢ok kanser arastirmalarinda siklikla
tercih edilmektedir. HeLa hiicreleri adheran (tutunma) 6zelligine sahiptir. Epitel karakterli
morfoloji gosterir ve olduk¢a hizli ¢ogalabilen (yaklasik 24 saatte yeni bir jenerasyon

tiretebilen) hiicrelerdir. HeLa hiicrelerinde P53 miktar1 diisik olmasina ragmen
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retinoblastoma baskilayci gen ifadeleri normaldir. Hiicre genlerinin human papilloma

virus 18 dizileri igerdigi bildirilmektedir (87-89).

2.10. MTT Yontemi

3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5- difeniltetrazolium bromid (MTT) yontemi hiicre
canliligini ve ¢ogalmasini, maddelerin sitotoksisitesini belirlemede yaygimn kullanilan
kolorimetrik in vitro bir test yontemidir. Mosmann ve dig. (90) tarafindan gelistirilen bu
yontem, makrofaj-aracili sitotoksisiteyi nicel olarak Olgmede basarili bir sekilde
kullanilmistir. MTT yo6ntemi, kolay olarak uygulanabilir bir yontemdir. MTT ve diger
tetrazolyum tuzlari, solunum zinciri ve diger elektron tasima sistemleri tarafindan hiicre
icinde suda ¢Oziinmeyen menekse renkli formazan kristallerine indirgenir. Bir
tetrazolyum tuzu olan sar1 renkli MTT, krebs dongiisii enzimlerinden biri olan ve
mitokondrilerin matriksinde bulunan siiksinat dehidrogenaz enzimine o6zgiil olarak
baglanir. Canli hiicrelerde siiksinat dehidrogenaz gibi mitokondriyal enzimler, metabolik
aktiviteleri ile tetrazolyum halkasini agarak suda ¢oziinmeyen mor formazan MTT
kristallerini olusturur. Organik c¢o6ziciilerde kolayca ¢6ziinen formazan kristalleri,
konsantrasyona bagimli olarak spektrofotometrik yontemle goriiniir dalga boylarinda
(500-600 nm) olgiilen bir absorbans verir. Bu 6l¢iilen absorbans degerleri dolayli olarak
hiicrelerin canliligim yansitir. Olgiilen deger yasayan hiicre sayisi ile iliskilendirilir.
Tetrazolyum tuzlari, sadece metabolik olarak aktif hiicreler tarafindan indirgenebilir.
MTT ydnteminde, hiicre i¢ci mitokondrinin metabolik aktivitesi degerlendirilebilirken,

hiicreler arasi aktivitelerin degerlendirilmesine olanak vermez (90, 91, 92).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Diklofenak Sodyum
Dimetil Siilfoksit (DMSO)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
Etil Alkol
Fotal Sigir Serumu (Fetal Bovine Serum, FBS)

HeLa (Insan Serviks Kanser Hiicre Hatt1)

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum

bromiir)
Penisilin-Streptomisin
Sisplatin

Tripan Mavisi

Tripsin-EDTA

3.2.  Kullanilan Arac ve Geregler

Buzdolab1
Cam pastor pipeti

Derin Dondurucu (-20°C)
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Novartis

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Americal Type

Culture Collection

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
Kogak Farma®
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Hotpoint
Interlab

Ariston



Derin Dondurucu (-80°C)
Etiiv

Floresan Mikroskop

Hiicre kiiltiirii uyumlu flask (25/75 cm?), 6-/96-kuyucuklu
plaka, pipet (1- 25 ml), santrifiij tiipti (15, 50 mL)

Isitict

Inkiibator (CO2’li)
Karistirici-Isitici
Laminar akimli kabin

Mikrofiltre

Mikropipet, 8 kanall1 (5-300 pl)

Mikropipetler

(0.5-1 pl, 1-5 pl, 5-10 pl, 10-200 pl, 200-1000 ul, 1-5 ml)

Mikrosantrifiij

Mikrosantrifiij tiipii (1.5ml)

Neubauer Cami (Hiicre sayim cami)

Otoklav

Pipet ucu, 0.5-10, 10-200, 100-1000pu1’1ik

Santrifiij
Spektrofotometre

Su Banyosu
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Revco
Dedeoglu
Leica

Corning

Multi-Blok, Lab-Line

Heraeus Instruments

Jankel&Kunkel, Ikamag

Heraeus
Millipore® Merck
Eppendorf

Finnpipette, Gilson,

Discovery Confort
Hettich Micro 12-24
Eppendorf
Marienfeld

Rodwell Monarch MP
24

Eppendorf
Heraeus, Hettich
SpektraMax M2

Termal®  Laboratory
Tools
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Terazi Schimadzu Libror
Vakum Pompast Welch Vacuum
Yatay calkalayici Edmund Biihler

3.3. Kullanmilan Cozeltiler

Besi ortamm

HeLa hiicrelerinin ¢ogalmasinda kullanilacak besiyeri (vasat) i¢in; 500 ml
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (2mM L-Glutamin, 1g/L glikoz ve sodyum
piruvat igeren) vasati iizerine 50 ml FBS (~%210) ve 5 ml penisilin/streptomisin (~%1)

eklenir. Hazirlanan besiyeri +4°C’de saklanir.

MTT stok ¢ozeltisi (5 mg/ml)
5 mg MTT 1 ml PBS igerisinde ¢oziiliir. Elde edilen MTT stok ¢ozeltisi Millipore
(0,2 um) filtresi kullanilarak sterilize edilir ve 1giktan uzak tuttulur. 4° C sicaklikta en fazla

4 giin saklanabilir. Uzun siire saklanacaksa -20°C’de saklanilabilir.

Diklofenak sodyum (78,6 mM)
Diklofenak sodyumun steril enjeksiyonluk ¢o6zeltisinden (78,6 mM) uygun

diliisyonlar yapilarak standartlar1 PBS ile taze olarak hazirlanir.

Sisplatin ¢ozeltisi (LmM)
10 mg sisplatin (300,01 g/mol) 20 ml enjektabl preparat i¢inde (Kogak Farma®)
¢Oziinmiis halde ve steril olarak bulunmaktadir. Bu ¢ozelti 1,665 mM sisplatin igerir.

Uygun diliisyonlar yapilarak standartlar1 PBS ile taze olarak hazirlanir.
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3.4. MTT Yontemi ile Hiicre Canlihiginin Belirlenmesi

Tim islemler steril sartlarda ve hava-akisli steril kabin (BSL-2 diizeyinde)
icerisinde gerceklestirildi. Calismada kullanilacak geregler %70’lik etanol ile
sterilize edildi. Kullanilacak tiim malzemeler steril olarak kullanildu.

HeLa hiicreleri (-80°C’de, %10 DMSO igeren besiyerinde saklanir) 37°C’lik su
banyosunda 30 saniye bekletilerek oda sicakligina getirildi.

Steril bir tiip igerisinde 1 ml hiicre ve 9 ml besiyeri ile karistirildiktan sonra 1200
rpm’de 5 dakika santrifiijleme yapilarak siipernatant kismi atildi, ortamindaki
DMSO uzaklastirildi.

Kalan hiicre pelleti, 5 ml besiyeri ile karigtirilarak 25 cm?’lik yatay kiiltiir kaplar
igerisine aktarildi.

Kiiltiir ortamindaki hiicrelerin inkiibator icerisinde (37°C + 1°C, %90 £+ %5 nem,
%5,0 + %1 CO2/hava) biiyiimeleri saglandi.

24 saat sonra eski besi yeri atilarak 6lii hiicreler uzaklastirildi. Daha sonra ortama
taze besiyeri ilave edildi. Kiiltiir ortamindaki hiicrelerin inkiibator igerisinde
biiytimeleri saglandi.

2-3 glnliik siire igerisinde hiicreler ve besiyeri mikroskopta kontaminasyon

durumu ve doygunlugu agisindan kontrol edildi (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. HeLa hiicrelerinin 1s1k mikroskop altinda goriintimii. A, seyrek

goriintlisii; B, doygunluga ulasmis goriintiisii. Biiylitme orani 100.
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Biiytimeye birakilan hiicreler, zemine tutunarak tiim kiiltiir ortamin1 kapladiklari
biiyiikliige ulastiklarinda ortamdaki besiyeri uzaklastirildi.
Hiicreler 2 kez 5 ml 37°C’lik PBS ile yikandi.
Hiicrelerin tizerine 2 ml Tripsin-EDTA ¢6zeltisi eklenerek belirli dakika bekletildi.
Hiicrelerin yapistiklar1 yerden kalkip kalkmadigi mikroskop altinda kontrol edildi
ve bu amagla kiiltiir kabinin tabanma hafif hafif vuruldu. HelLa hiicreleri 5.
dakikada yapistiklar1 yerden kalkt.
Hiicreler yapistiklar1 yerden kalktiktan sonra ortama 4 ml besiyeri ilave edildi.
Ortam nazikge slispande edildi ve hiicre siispandesi steril bir tiipe aktarildi.
Hiicre siispansiyonu 1200 devir/dakika hizda 25°C’de 5 dakika boyunca santrifiij
edildi.
Stipernatant kismi1 uzaklastirildi ve hiicre pelleti 10 ml 37°C’lik PBS ile yikandi.
Stipernatant kismi1 uzaklastirildi ve dipte toplanan hiicre pelleti 2 ml besiyeri ile
nazikge siispande edildi.
Bu asamada elde edilen hiicre siispansyonundan 10 pl alinarak steril bir ependorf
tipe aktarildi ve tizerine 90 pl tripan mavisi ¢ozeltisi (%0,4) eklenerek iyice
siispande edildi.
Neubauer hiicre sayim lam1 (hemasitometre) iizerine lamel yerlestirildi ve yaklagik
10 pl hiicre stispansiyonu kapiler etkiyle dolduruldu.
Isik mikroskobu altinda, hiicre sayici lami olusturan dort karenin 2 kenar ¢izgileri
harig, tizerlerindeki parlak ve renksiz goriintiilii yasayan hiicreler sayild: (Sekil
3.2). Yasayan hiicrelerin konsantrasyonunu hesaplamak i¢in asagidaki formiil
kullanildi:
Yasayan hiicre konsantrasyonu (hiicre/ml) = AxBx10*
A: Yasayan hiicre sayisinin ortalamasi (4 karede sayim yapildiktan sonra toplam
say1 dorde boliinerek ortalama say1 elde edilir)
B: Seyreltme faktorii = 10/1 (Hiicre slispansiyonu ve tripan mavisi ¢ozeltisi

karigimi)
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Sekil 3.2. Neubauer hiicre sayim lama.

Yasayan hiicre konsantrasyonu (sayilan hiicre say1s1 x 10° hiicre/ml) belirlendikten
sonra hiicre siispansiyonu besiyeri kullanilarak hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda
istenilen konsantrasyonlara seyreltildi.

Coklu pipetler kullanilarak 96 kuyucuklu plakalara, her bir kuyucukta 200 pl
besiyeri igerisinde 10.000 hiicre olacak sekilde ekim yapildi.

Hiicrelerin kuyucuklar i¢inde tutunarak c¢ogalmalar i¢in 24 saat inkiibasyona
birakildi.

Steril sartlarda besiyeri uzaklastirildiktan sonra, hiicreler 3,91-1000 puM
konsantrasyon araliginda diklofenak sodyum igeren besiyeri igerisinde 24 ve 48
saat inkiibe edildi.

Sispatin inkiibasyonu ig¢in hiicreler 5 uM, 10 uM, 25 uM, 50 uM ve 100 uM
konsantrasyonda sisplatin igeren besiyeri i¢erisinde 24 ve 48 saat inkiibe edildi.
Negatif kontrol olarak, hiicreler %1 PBS iceren besiyeri ile inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda madde ¢ozeltileri atildi. Her bir kuyucuga 90 pl besi ortam1
ve hazirlanan 5 mg/ml MTT ¢ozeltisinden 10 pl eklendi. Hiicreler 0,5 mg/ml MTT
¢Ozeltisi ile 4 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda MTT ¢ozeltisi hiicrelere dokunmadan ¢oklu pipet

yardimiyla dikkatli bir sekilde atildi.
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Kuyucuklarda olusan formazan kristallerini ¢ozmek iizere her bir kuyucuga 100 pl
cozme cozeltisi (DMSO) eklendi. Plak yatay calkalayicida 1-2 dakika siireyle
calkaland.

Spektrofotometrede orneklerin absorbans degerleri 570 nm dalga boyunda
olgildi.

Boya 1sikta bozuldugu i¢in, deneyin her asamasi miimkiin oldugunca karanlikta
yapildi.

Sonuglar dort caligmanin ortalamasi olarak hesaplandi.

Her bir madde konsantrasyonu i¢in 6lgiilen absorbans degerinin, kontrol degerine
orani 100 ile carpilarak % hiicre canlilig1 ve hiicrelerin %50’sinin 61diigii inhibitor

konsantrasyonu (I1Cso) hesaplandi.

3.5. Diklofenak Sodyumun HelLa Hiicre Hatlarinda Sisplatin Sitotoksisine

Etkilerinin MTT Yontemi ile Belirlenmesi

Madde 3.4’de anlatildig1 iizere uygun besi ortaminda ¢ogaltilan ve sayilan
hiicreler, ¢oklu pipet yardimi ile 96 kuyucuklu plakalara, her bir kuyucukta 200 pl
besiyeri igerisinde 10.000 hiicre olacak sekilde ekim yapildi ve hiicrelerin
kuyucuklar i¢inde tutunup ¢cogalmalari i¢in 24 saat inkiibasyona birakildi.

Madde 3.4’de anlatildig1 iizere diklofenak sodyum ve sisplatinin ICso degerleri
belirlendikten sonra diklofenak sodyumun sisplatin ile kombinasyonlarinin
sitotoksisitesi arastirildi.

- Diklofenak sodyumun sisplatin sitotoksisitesine etkisinin degerlendirilmesi

amaci ile uygulanan konsantrasyon araliklari;

* HelLa hiicresinde, 24 saat inkiibasyon i¢in; 25 uM sisplatin + 3,91-1000 uM
diklofenak sodyum ve 48 saat i¢in 10 uM sisplatin + 3,91-1000 uM
diklofenak sodyum kombinasyonlar1 incelendi.

Negatif kontrol olarak, hiicreler %1 PBS igeren besiyeri ile inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonunda hiicrelerin ortamlar1 uzaklastilds.
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Inkiibasyon sonunda (24 ve 48. saatlerde) madde ¢ozeltileri atildi. Her bir
kuyucuga 90 pl besi ortami ve hazirlanan 5 mg/ ml MTT ¢ozeltisinden 10’ar pl
ilave edilerek (0.5 mg/ml MTT ortaminda) 4 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda kristal olusumu mikroskobik olarak gézlendi.

MTT ¢ozeltisi dikkatli bir sekilde atildi.

Kuyucuklara 200 pl PBS ¢ozeltisi ile ilave edilerek yikama yapildi.
Kuyucuklarda olusan formazan kristallerini ¢6zmek iizere her bir kuyucuga 100 ul
¢ozme soliisyonu (DMSO) eklendi. Plak yatay c¢alkalayicida 5 dakika siireyle
calkalandi.

Multiplak okuyucu spektrofotometrede drneklerin absorbans degerleri 570 nm
dalga boyunda 6lgiildii.

Calisma farkli zamanlarda dort kez tekrarlandi ve sonuglar dort calismanin
ortalamasi olarak hesaplandi.

Isiga duyarli bir yontem oldugundan dolayr deneyin her asamasi miimkiin
oldugunca karanlikta gergeklestirildi.

Her bir madde konsantrasyonu igin 6lgiilen absorbans degerinin, kontrol degerine
oran1 100 ile carpilarak % hiicre canlilig1 elde edildi.

% Hiicre canlilifi = (A8/Ak) x 100 (Ad: Ornegin absorbansi; Ak: Kontrol

grubunun absorbansi

3.6. Istatistiksel Yontemler

Istatistiksel degerlendrime igin SPSS 10.5 for Windows programi kullanildi.

Sonugclar ortalama + standart sapma olarak verildi. Verilerin normal dagilima uygunlugu

Kolmorog-Smirnov testiyle yapildi. Grup farkliliklari tek yonli varyans alanizi
(ANOVA), LSD test ile belirlendi. p<0,05, istatistiksel anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. HeLa Hiicrelerinde Diklofenak Sodyumun Sitotoksisitesinin

Degerlendirilmesi

Diklofenak sodyumun HelLa hiicrelerinde, 3,91-1000 puM konsantrasyon
araliginda 24 saatlik inkiibasyon sonrast MTT yontemi ile 6l¢iilen hiicre canliligi iizerine
etkileri Tablo 4.1. ve Sekil 4.1.”de verilmistir.

HelLa hiicrelerinde negatif kontrolle karsilastirildiginda diklofenak sodyumun 1-
125 uM konsantrasyon araliginda 6nemli bir sitotoksik etki olusturmadigi (p>0.05), ancak
250 puM ve iizeri konsantrasyonlarinda doz bagimli olarak hiicre canliligini anlamli olarak
azalttig1 (p<0,05) goriilmektedir.

Diklofenak sodyumun % hiicre caliligin1 250 pM, 500 uM ve 1000 uM dozlart
igin sirastya %15,3 (1,18 kat1), %38,4 (1,62 kat1) ve %73 (3,70 kat1) oraninda azaltmustir.

HelLa hiicrelerinde diklofenak sodyumun 24 saatlik mazruziyette 1Cso (hiicre

canliligin1 %50 diisiiren deger) degeri 679,6 uM olarak bulunmustur (Sekil 4.1.).
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Diklofenak sodyum konsantrasyonu- 24h

Sekil 4.1. Diklofenak sodyumun 24 saatlik maruziyette Hel a hiicre canlilig {izerine
etkisi.
Sonuglar, ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canliligi negatif kontrole

(Diklofenak sodyum uygulanmayan grup igin hiicre canliligi %100 alindi) gore degerlendirildi. ICsp: %50
hiicre gogalma inhibisyon yiizdesi. “p<0,05; negatif kontrol (%1 PBS) ile kargilastirild1.
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Tablo 4.1 HeL a hiicre canlilig1 lizerine diklofenak sodyumun 24 saat maruziyette etkisi.

l. 1. 1. V. Hiicre

Deney | Deney | Deney | Deney | Ccanih@
1 | () Kontrol (%1 PBS) | 100|100 |100 | 100 100,0
2 |3,91 uM DS 112,7 100,7 116,5 122,3 113,1+7,9
3 | 7,81 pM DS 110,3 97,4 90,3 101,3 99,847,2
4 | 15,63 pM DS 104,8 113,3 87,4 102,7 102,049,3
5 31,25 uM DS 93,8 95,9 104,7 109,4 100,916,4
6 |62,5uMDS 104,9 1149 92,8 102,8 103,817,8
7 | 125 pM DS 94,7 102,5 92,6 87,5 94,315,4
8 |250 uM DS 86,7 94,5 77,0 80,5 84,716,7 *
9 |500uM DS 36,9 75,2 72,8 61,5 61,6+£15,2 *
10 | 1000 pM DS 12,3 12,6 35,3 48,0 27,0£15,3 *

Sonuglar, ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canliligi negatif kontrole gore
degerlendirildi (Diklofenak sodyum uygulanmayan grup i¢in hiicre canliligi %100 alind1). Negatif kontrol
olarak %1 PBS uygulandi. "p<0,05; negatif kontrol (%1 PBS) ile karsilagtirildi.
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Diklofenak sodyumun HeLa hiicrelerinde, 3,91-1000 pM konsantrasyon
araliginda 48 saatlik inkiibasyon sonrasi hiicre canlilig1 iizerine etkileri Tablo 4.2. ve Sekil

4.2.’de verilmistir.

48 saatlik inkiibasyon sonrasi HelLa hiicrelerinde negatif kontrolle
karsilagtirildiginda diklofenak sodyumun 3,91-62,3 uM konsantrasyon araliginda énemli
bir sitotoksik etki olusturmadigi (p>0.05), ancak 125 uM ve iizeri konsantrasyonlarinda

doz bagimli olarak hiicre canliligini1 anlamli olarak azalttig1 (p<0,05) goriilmektedir.

Diklofenak sodyumun % hiicre caliligin1 125 uM, 250 pM, 500 uM ve 1000 uM
dozlar1 i¢in sirastya %39,6 (1,66 kat1) %50,8 (2,03 kat1), %64,6 (2,83 kat1) ve %80,4 (5,11

kat1) oraninda azaltmistir.

HeLa hiicrelerinde diklofenak sodyumun 48 saatlik mazruziyette ICso (hiicre

canliligin1 %50 diisiiren deger) degeri 238,8 uM olarak bulunmustur (Sekil 4.2.).
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Diklofenak sodyum konsantrasyonu- 48h

Sekil 4.2. Diklofenak sodyumun 48 saatlik maruziyette HeLa hiicre canliligi

uzerine etkisi.

Sonuglar, ortalama #+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canliligi negatif kontrole

(Diklofenak sodyum uygulanmayan grup igin hiicre canliligi %100 alind1) gore degerlendirildi. ICso: %50
hiicre cogalma inhibisyon yiizdesi. "p<0,05; negatif kontrol (%1 PBS) ile karsilastirildi.
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Tablo 4.2. HeLa hiicre canlilig iizerine diklofenak sodyumun 48 saat maruziyette etkisi.

l. 1. 1. V. Hiicre

Deney | Deney | Deney | Deney | Ccanih@
1 | () Kontrol (%1 PBS) | 100|100 |100 | 100 100,0
2 |3,91 uM DS 103,4 | 98,0 89,9 101,0 98,0%5,9
3 | 7,81 pM DS 1046 | 985 90,9 101,3 98,8+5,8
4 115,63 pM DS 102,5 | 93,7 91,4 102,3 97,5¢5,8
5 |31,25 uM DS 99,9 94,3 89,1 99,6 95,745,1
6 | 62,5 uM DS 90,1 87,1 824 | 886 87,0433
7 | 125 uM DS 60,8 61,2 53,0 66,6 60,4+5,6 *
8 |250 pM DS 59,3 41,5 40,8 54,9 49,2494 *
9 |500 pM DS 25,0 38,8 326 | 452 35,418,6 *
10 | 1000 pM DS 11,5 11,5 27,7 27,7 19,6£9,3 *

Sonuglar, ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilig1 negatif kontrole gore
degerlendirildi (Diklofenak sodyum uygulanmayan grup i¢in hiicre canlihigi %100 alindi). Negatif kontrol
olarak %1 PBS uygulandi. "p<0,05; negatif kontrol (%1 PBS) ile karsilastirildi.
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Diklofenak sodyum konsantrasyonu

Sekil 4.3. HeLa hiicre canlilig1 lizerine diklofenak sodyumun 24 ve 48 saat maruziyette
etkisi.

4.2.  Hela Hiicrelerinde Sisplatin Sitotoksisitesinin Degerlendirilmesi

Sisplatinin HelLa hiicrelerinde, 5 pM, 10 uM, 25 uM, 50 uM ve 100 puM
konsantrasyonlarda 24 saatlik inkiibasyon sonrast MTT ydntemi ile 6l¢iilen hiicre canliligi
tizerine etkileri Tablo 4.3. ve Sekil 4.4.’de verilmistir.

HeLa hiicrelerinde negatif kontrolle karsilastirildiginda sisplatinin 5 uM ve 10 uM
konsantrasyonda 6nemli bir sitotoksik etki olusturmadigi (p>0.05), ancak 25 uM ve lizeri
konsantrasyonlarinda doz bagimli olarak hiicre canliligini anlamli olarak azalttig1
(p<0,05) goriilmektedir.

Sisplatinin % hiicre caliligini 25 uM, 50 uM ve 100 uM dozlart i¢in sirastya %52,7
(2,11 kat1), %68,4 (3,17 kat1) ve %80,8 (5,21 kat1) oraninda azaltmistir.

HelLa hiicrelerinde sisplatinin 24 saatlik mazruziyette 1Csq (hiicre canliligini %50

diistiren deger) degeri 24 uM olarak bulunmustur (Sekil 4.4.).
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Tablo 4.3. HelLa hiicre canlilig1 iizerine diklofenak sodyumun 24 saat maruziyette etkisi.

l. 1. 1. V. Hiicre

Deney | Deney | Deney | Deney | Ccanih@
1 | () Kontrol (%1 PBS) | 100|100 |100 | 100 100,0
2 [ 5 uM Sisplatin 91,0 |994 |977 |909 04,7145
3| 10 uM Sisplatin 850 | 926 | 854 837 | 86,7440
4 | 25 uM Sisplatin 44,3 59,1 40,7 45,2 47,3+£8,1 *
5 | 50 uM Sisplatin 29,0 42,3 215 33,5 31,6+8,7 *
6 | 100 uM Sisplatin 148 |233 |172 |215 | 192530

Sonuglar, ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilig1 negatif kontrole gore degerlendirildi

(Sisplatin uygulanmayan grup i¢in hiicre canliligt %100 alind1). Negatif kontrol olarak %1 PBS uygulandi.

“p<0,05; negatif kontrol (%1 PBS) ile karsilastirilds.

120,0 HelLa hiicresi
g 1000 + 3 1C50=24uM
% 80,0 - .
% 60,0 - *
5 400 - t ; *
£ 200 s
Z 00 ‘ ‘
Q Q Q
o S P 4 S
Sisplatin konsantrasyonu-24h

Sekil 4.4. Sisplatinin 24 saatlik maruziyette Hel a hiicre canliligi iizerine etkisi.

Sonuglar, ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canliligi negatif kontrole (Sisplatin

uygulanmayan grup i¢in hiicre canliligit %100 alindi) gore degerlendirildi. ICsp: %50 hiicre ¢ogalma

inhibisyon yiizdesi. “p<0,05; negatif kontrol (%1 PBS) ile karsilagtirild1.
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Sisplatinin HeLa hiicrelerinde, 5 puM, 10 puM, 25 uM, 50 uM ve 100 uM
konsantrasyonlarda 24 saatlik inkiibasyonda hiicre canlilig1 iizerine etkileri Tablo 4.4. ve

Sekil 4.5. ve Sekil 4.6’da verilmistir.

48 saatlik inkiibasyon sonrasi HelLa hiicrelerinde negatif kontrolle
karsilastirildiginda sisplatinin 5 pM konsantrasyonda oOnemli bir sitotoksik etki
olusturmadigi (p>0.05), ancak 10 uM, 25 uM, 50 uM ve 100 uM konsantrasyonlarda doz

bagimli olarak hiicre canlilifin1 anlamli olarak azalttig1 (p<0,05) goriilmektedir.

Sisplatinin % hiicre caliligin1 10 uM, 25 uM, 50 uM ve 100 uM dozlar igin
sirastya %49,6 (1,98 kat1) %69,3 (3,25 kat1), %81,1 (5,29 kat1) ve %90 (10,03 kat1)

oraninda azaltmistir.

HelLa hiicrelerinde sisplatinin 48 saatlik maruziyette 1Cso (hiicre canliliginit %50

diisiiren deger) degeri 10,3 uM olarak bulunmustur.
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Sisplatin konsantrasyonu-48h

Sekil 4.5. Sisplatinin 48 saatlik maruziyette HeLa hiicre canlilig1 {izerine etkisi.

Sonuglar, ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilig1 negatif kontrole (Diklofenak sodyum
uygulanmayan grup i¢in hiicre canliligi %100 alind1) gore degerlendirildi. ICso: %50 hiicre ¢ogalma

inhibisyon yiizdesi. “p<0,05; negatif kontrol (%1 PBS) ile karsilagtirilds.



Tablo 4.4. HeLa hiicre canlilig1 iizerine sisplatinin 48 saat maruziyette etkisi.

l. 1. 1. V. Hiicre

Deney | Deney | Deney | Deney | Ccanih@
1 | () Kontrol (%1 PBS) | 100|100 |100 | 100 100,0
2 | 5 uM Sisplatin 73,9 85,1 69,9 86,6 78,848,2
3 | 10 uM Sisplatin 59,8 64,3 36,7 40,9 50,4+13,7
4 | 25 pM Sisplatin 35,3 35,1 18,1 34,3 30,7:8,4
5 | 50 pM Sisplatin 21,8 20,5 12,4 20,9 18,9+4,4
6 | 100 uM Sisplatin 12,1 9,7 7,3 10,8 10,0£2,0
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Sonuglar, ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilig1 negatif kontrole gore degerlendirildi

(Sisplatin uygulanmayan grup i¢in hiicre canliligt %100 alind1). Negatif kontrol olarak %1 PBS uygulandi.

“p<0,05; negatif kontrol (%1 PBS) ile karsilastirilds.
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Sekil 4.6. HeLa hiicre canliligi lizerine sisplatinin 24 ve 48 saat maruziyette etkisi.

Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilig1 negatif kontrole gore degerlendirildi.

Negatif kontrol olarak PBS uygulandi. 2p<0.05. negatif kontrol ile karsilagtirild1.



56

4.3. Diklofenak Sodyumun HelLa Hiicrelerinde Sisplatin Sitotoksisitesine

Etkilerinin Degerlendirilmesi

Diklofenak sodyumun HeLa hiicrelerinde 3,91-1000 uM konsantrasyon araliginda
24 ve 48 saatlik inkiibasyonda sisplatin sitotoksisitesi iizerine etkileri Tablo 4.5, Tablo
4.6., Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’de verilmistir.

24 saatlik inkiibasyon i¢in; HeLa hiicrelerinde diklofenak sodyumun 3,91-31,25
uM uM konsantrasyon araliginda, sisplatinin IC50 degerini (25 uM) degistirmedigi, ancak
62,5uM ve iizeri dozlarinda sisplatinin IC50 degerini doz bagimli anlamli olarak azalttig1

goriilmektedir (p<0.05).

48 saatlik inkiibasyon i¢in; HelLa hiicrelerinde diklofenak sodyumun 3,91-15,63
UM konsantrasyon araliginda sisplatinin IC50 degerini (10 uM) degistirmedigi, 31,25 uM
ve iizeri konsantrasyonlarda sisplatinin IC50 degerini doz bagimli anlamli olarak azalttig1
goriilmektedir (p<0.05).

Ayrica 24 saatlik inkiibasyonda 48 saatlik inkiibasyon ile karsilastirildiginda 31,25
uM ve tizeri dozlarinda diklofenak soyumun sisplatin sitotoksistesini istatistiksel anlaml

olarak arttirdig1 goriilmektedir (p<0.05) (Sekil 4.9).
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Tablo 4.5. HelLa hiicre canlilig1 iizerine diklofenak sodyumun 24 saat maruziyette

sisplatin sitotoksisitesine etkisi.

No Calhisma gruplar . 1. Il. Hiicre
Deney Deney Deney canlihgi

1  (-) Kontrol 100 100 100 100.0+0

2 Sisplatin (25 uM) 48,0 52,8 51,3 50,7£2,5 *

3 DS 3,91uM+CIS 25uM 55,2 63,9 52,9 57,315,8 *

4 DS 7,81uM+CIS 25uM 50,1 56,1 51,6 52,6£3,1*

5 DS 15,63uM+CIS 25uM 49,3 54,9 49,7 51,3+3,1 *

6 DS 31,25uM+CIS 25uM 47,8 52,4 41,8 47,3153 *

7 DS 62,5uM+CIS 25uM 38,9 40,1 37,3 38,8t1,4 * #

8 DS 125uM+CIS 25uM 31,9 36,0 30,2 32,7£3,0 * #

9 DS 250uM+CIS 25uM 25,4 26,6 19,9 24,0+£3,6 * #

10 DS 500uM+CIS 25uM 22,9 18,5 17,6 19,742,8 * #

11 DS 1000uM+CIS 25uM 14,0 14,2 6,5 11,6444 * #

Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canliligi negatif kontrole gére degerlendirildi.
Negatif kontrol olarak PBS uygulandi. “p<0.05, negatif kontrol ile karsilastirildi. #p<0.05, sisplatin (25 uM)

ile karsilastir1ld1.DS: diklofenak sodyum, CIS, sisplatin.
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Hiicre canhhgi (%)

Konsantrasyon (24h)

Sekil 4.7. HeLa hiicreleri lizerinde diklofenak sodyumun 24 saat maruziyette sisplatin

sitotoksisitesine etkisi.

Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilig1 negatif kontrole gore degerlendirildi.

Negatif kontrol olarak PBS uygulandi. “p<0.05, negatif kontrol ile kargilastirildi. #p<0.05, sisplatin (25 M)
ile karsilastirildi.DS: diklofenak sodyum, CIS, sisplatin.
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Tablo 4.6. HelLa hiicre canlilig1 iizerine diklofenak sodyumun 48 saat maruziyette

sisplatin sitotoksisitesine etkisi.

No Calisma gruplan . 1. M. Hiicre
Deney Deney Deney canlihgi

1  (-) Kontrol 100 100 100 100.0+0

2 Sisplatin (10 uM) 41,8 54,8 50,0 48,946,6 *

3 DS 3,91uM+CIS 10uM 33,8 54,1 58,4 48,8+13,1 *

4 DS 7,81uM+CIS 10uM 41,8 49,4 61,0 50,7+£9,7 *

5 DS 15,63uM+CIS 10uM 42,5 54,7 53,0 50,1+6,6 *

6 DS 31,25uM+CIS 10uM 38,5 37,2 43,9 39,8£3,6 *#

7 DS 62,5uM+CIS 10uM 27,6 29,9 35,8 31,1+4,2 *

8 DS 125uM+CIS 10uM 17,2 17,4 21,8 18,8+2,6 * #

9 DS 250uM-+CIS 10uM 9,5 12,8 14,1 12,142, 4 * #

10 DS 500uM~+CIS 10uM 4,5 3,7 4,7 4,340,5 * #

11 DS 1000uM+CIS 10uM 2,4 2,6 2,0 2,440,3 * #

Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilig1 negatif kontrole gore degerlendirildi.
Negatif kontrol olarak PBS uygulandi. “p<0.05, negatif kontrol ile karsilastirildi. #p<0.05, sisplatin (10 uM)

ile karsilastir1ld1.DS: diklofenak sodyum, CIS, sisplatin.
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Konsanstrasyon (48h)

Sekil 4.8. HeL a hiicreleri lizerinde diklofenak sodyumun 48 saat maruziyette sisplatin
sitotoksisitesine etkisi.
Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilig1 negatif kontrole gore degerlendirildi.

Negatif kontrol olarak PBS uygulandi. “p<0.05, negatif kontrol ile karsilastirildi. #p<0.05, sisplatin (10 uM)
ile karsilastirild1.DS: diklofenak sodyum, CIS, sisplatin.
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Konsantrasyon (24 h ve 48 h)

Sekil 4.9. HeL a hiicreleri lizerinde diklofenak sodyumun 24 ve 48 saat maruziyette
sisplatin sitotoksisitesine etkisi.

Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilig1 negatif kontrole gore degerlendirildi.
Negatif kontrol olarak PBS uygulandi. “p<0.05, negatif kontrol ile karsilastirild1. #p<0.05, sisplatin (10 uM)
ile karsilastirildi. #p<0.05, 24 saatlik maruziyet 48 saatlik maruzyet ile karsilastirilmistir. DS: diklofenak
sodyum, CIS, sisplatin.
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S. TARTISMA

Sevikal kanser, 2020 yilinda tahmini 604 bin yeni vaka ile kadinlarda en sik
goriilen dordiincii kanserdir. Rahim agzi kanserinin biiytik bir gogunlugu (%95'ten fazlasi)
insan papilloma viriisiinden kaynaklanmaktadir. Sevikal kanser tedavisinde gesitli tedavi
startejileri uygulanmaktadir. Servikal kanser tedavi se¢ciminde kanser evresi ve hastanin
durumu goz oniine alinir. Kanseri ortadan kaldirmak igin cerrahi islem uygulanabilir.
Radyoterapi, kemoterapi ya da ikisinin kombine edildigi radyokemoterapi uygulanan
diger tedavi yontemleridir. En sik kullanilan kemoterapi ilaglari igerisinde sisplatin,
karboplatin, paklitaksel, topotekan ve kombinasyonlar1 yer alabilir (1,2,4).

Sisplatin viicutta yumurtalik, akciger, bas boyun, testis ve mesane gibi ¢esitli
kanser tiirlerinin tedavisinde kullanilir. Sisplatin {ireme hiicre ttimorleri, sarkomalar,
karsinomalar ve lenfomalar gibi gesitli kanser tiirlerine karsi da etkilidir. Sisplatinin
kanserle miicadeledeki etki prensibi, sisplatinin mono-, inter ve intrastrand DNA ¢apraz
baglarini igeren DNA eklentilerinin olusumu yoluyla hiicre dongiisiinii S, G1 veya G2-
M'de durduran ve bdylece apoptozu indiikleyerek kanser hiicreleri lizerinde sitotoksisite
olusturmasi esasina dayanir (5).

Antiinflamatuvar, antipiretik ve analjezik ozelliklere sahip oaln NSAIi’ler
receteyle veya regetesiz olarak en ¢ok tiiketilen ilaglardir. Etkilerini biiyiik O6l¢iide
prostaglandinleri inhibe ederek olustururlar. NSAII’ler igerisinde yeniden ilgi kazanan
analzejiklerden birisi diklofenak sodyumdur. Diklofenak sodyum, bir fenilasetik asit
tirevi ve steroidal olmayan bir NSAII’dir. NSAIl’ler, prostaglandinlerin (PG)
tiretilmesinden sorumlu enzim olan COX-1 ve COX-2'yi inhibe eder. Diklofenak
sodyumun bilinen PG sentez inhibisyonu etkisi ile birlikte bilinmeyen mekanizmalarinin
da olabilecegi 6ne siiriilmektedir (93).

Diklofenak sodyumun potansiyel antikanser aktivitesi i¢in mevcut kanser disi
ilaglar1 degerlendirme arastirmalarinda dikkat ¢cekmektedir. COX-2 ve prostaglandin E2
sentezinin giiclii bir inhibitorii olan diklofenak sodyumun bagisiklik sistemi, anjiyojenik
kaskad, kemo ve radyo duyarliligi ve timdr metabolizmasi iizerinde bir dizi etki

gosterebildigi diisiiniilmektedir. Diklofenak sodyumun 6zellikle anjiyogenez ve bagisiklik
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sistemi lizerindeki etkisi ile ilgili coklu etki mekanizmalar1 dikkate alindiginda bu ilacin
kanser tedavisi igin kayda deger bir potansiyele sahip olabilecegini disiindiirmektedir
(94).

Diklofenak sodyum ve sisplatin kombinasyonun kanser tedavisindeki olasi
etkilerine dair c¢aligmalar yetersizdir. Calisma kapsaminda Hela servikal kanser
hiicrelerinde sisplatin ile diklofenak sodyum kombinasyonlarinin hiicre canliligi iizerine
etkilerinin MTT yontemi kullanilarak degerlendirilmesi ve diklofenak sodyumun
sisplatinin antikanser etkisine agiklik getirilmesi amaglanmistir. Diklofenak sodyumun
insan serviks kanser hiicre hattinda (HeLa) sisplatin sitotoksisitesi iizerine etkisinin
olabilecegi ongoriilmektedir.

Calisma sonuglarina gére HeLa hiicrelerinde diklofenak sodyum 250 uM ve iizeri
konsantrasyonlarinda doz bagimli olarak (250 uM, 500 uM ve 1000 uM dozlar igin
sirastya %15,3 (1,18 kat1), %38,4 (1,62 kat1) ve %73 (3,70 kati)) hiicre canliligini anlamli
olarak azaltmistir. 48 saatlik inkiibasyon sonrasi ise diklofenak sodyumun 125 uM ve
tizeri konsantrasyonlarinda doz bagimli olarak (125 pM, 250 uM, 500 uM ve 1000 uM
dozlari i¢in sirastya %39,6 (1,66 kati) %50,8 (2,03 kat1), %64,6 (2,83 kat1) ve %80,4 (5,11
kat1) hiicre canliligini anlamli olarak azaltmigtir. Diklofenak sodyumun 24 ve 48 saatlik
mazruziyetlerde 1Cso degerleri sirasiyla 679,6 uM ve 238,8 uM olarak belirlenmistir.

HeLa hiicrelerinde sisplatin 24 saatlik inkiibasyonda 25 puM ve izeri
konsantrasyonlarinda doz bagimli olarak (25 uM, 50 uM ve 100 uM dozlari i¢in sirasiyla
%52,7 (2,11 kat1), %68,4 (3,17 kat1) ve %80,8 (5,21 kat1)) hiicre canliligint anlamli olarak
azaltmustir. 48 saatlik inkiibasyon sonrasi ise sisplatin 10 uM, 25 uM, 50 uM ve 100 uM
konsantrasyonlarda doz bagimli olarak (10 uM, 25 uM, 50 uM ve 100 uM dozlar igin
sirastya %49,6 (1,98 kat1) %69,3 (3,25 kati), %81,1 (5,29 kati) ve %90 (10,03 kat1)) hiicre
canliligini anlamli olarak azaltmistir. Sisplatinin 24 ve 48 saatlik mazruziyette 1Cso
degerleri sirasiyla 24 uM ve10,3 uM olarak bulunmustur.

24 saatlik inkiibasyon icin; HeLa hiicrelerinde diklofenak sodyum 3,91-31,25 uM
konsantrasyon aralifinda, sisplatinin IC50 degerini (25 pM) degistirmedigi, ancak
62,5uM ve lizeri dozlarinda sisplatinin IC50 degerini doz bagimli anlamli olarak azalttig

ve 48 saatlik inkiibasyon i¢in; HeLa hiicrelerinde diklofenak sodyumun 3,91-15,63 uM
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konsantrasyon araliginda sisplatinin IC50 degerini (10 uM) degistirmedigi, 31,25 uM ve
tizeri konsantrasyonlarda sisplatinin IC50 degerini doz bagimli anlamli olarak azalttig1
bulunmustur. Ayrica 24 saatlik inkiibasyonda 48 saatlik inkiibasyon ile karsilastirildiginda
31,25 uM ve lizeri dozlarinda diklofenak’in sisplatin sitotoksistesini istatistiksel anlamli
olarak arttirdig1 goriilmektedir.

Cortina ve ark. (1997)'nin diklofenak sodyumun insan lens epitel hiicre
proliferasyonuna karsi inhibisyonunu ve sitotoksik etkilerini gosterdikleri ¢calismada 8-
500 uM konsantrasyonda diklofenak sodyum ile hiicreler 24 ve 72 saat inkiibe edilmistir.
Calisma sonucunda diklofenak sodyumun 24 saat inkiibasyonu g¢alismamizla uyumlu
sekilde 120,5 puM fizeri konsantrasyonlarda hiicre igin sitotoksik oldugu gdsterilmis ve
IC50 degeri 604,8 uM olarak bulunmustur. Ayrica ayni ¢alismada Afrika yesil maymun
bobrek epitel hiicreleri (Vero) de kullanilmis ve Vero hiicrelerinin diklofenak sodyuma
kars1 daha az duyarli oldugu gosterilmistir (IC50 degeri 1180 uM’dir) (95).

Alok ve ark. (2013) ise diklofenak sodyumun radyoprotektif roliinii arastirdiklari
calismada diklofenak soduyumun V79 hiicrelerinde MTT yontemi ile hiicre canliligini
incelemistir. Calismamizin aksine diklofenak sodyumun hiicre canliligin1 1000 pM’da 2
saat igerisinde %15 azalttig1 ve 24 saatte doz bagimli anlamli azalttig1 bulunmustur (IC50
degeri yaklasik 330 uM). Calismada ayrica V79 hiicrelerinde 100 uM konsantrasyonda
diklofenak sodyumun 2 saat 6n-maruziyet sonrasi radyoprotektif etkisi gosterilmistir (96).

Tavsan kornea epitel hiicresinin (RCEC) proliferasyonunda diklofenak sodyumun
inhibitor etkisinin Wu ve ark. (2010) tarafindan arastirildigi ¢alismada; diklofenak
sodyum farkli konsantrasyonlarda (18.18, 27.27, 36.36, 45.45, 54.55 pg/ml) RCEC’lere
uygulanmistir. Hiicre proliferasyonu MTT yontemi ile inkubasyondan 24, 48 ve 72 saat
sonra dl¢iilmiistiir. Inhibisyon orani doz-bagimli olarak artmistir ve 24.saatte 36,36
pg/ml’de hiicre canlilig1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda % 61,4 oraninda azalmistir.
Calismada diklofenak sodyumun farkli konsantrasyonlarda (9 ve 12 pg/ml) RCEC’lerin
hiicre dongiisii lizerinde etkileri ve apopitoz orani arastirilmistir. Go/G1 fazinda artis, S
fazinda azalis ve ayrica konsantrasyon-bagimli bagli olarak apopitoz oraninda artis (8,95

pg/ml ve 13,61 pg/ml) gézlenmistir (97).
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Al-Nimer ve ark. (2014) yaptiklart in vitro ¢alismada, kiiltiir ortaminda HelLa
hiicresi, meme hiicre karsinomu, rabdomiyosarkom ve fibroblast hiicre hatlarinin
bliyiimesi lizerine diklofenakin sitotoksik etkisi MTT yontemiyle Olctilerek incelenmistir.
Calismada diklofenak (0.625 mg/well; 3 mg/ml) HeLa, rabdomyosarkom ve fibroblast
hiicrelerinin biiylimesini 6nemli dl¢iide inhibe etmistir. Diklofenak fibroblast, HeLa ve
rabdomyosarkom hiicre hatlarinda hiicre biiyiime oranimi kontrole kiyasla sirasiyla
%74,9+10.8, %21,245.5 ve %67,0+25.3'e disirmistiir (98).

Endo ve ark. (2014)’ nin yaptiklar ¢alismada NSAII olan ibuprofen ile isleme tabi
tutulan A549 ve H358 akciger kanseri hiicrelerinin canliligini incelemislerdir. Hiicreler,
48 saat boyunca 400 mM ibuprofen ve sisplatin ile muamele edilmistir. A549 (iist panel)
veya H358 (alt panel) hiicrelerinde ibuprofenin sisplatin kaynakli apoptoz tlizerindeki
sinerjistik etkisine bakilmistir. Hsp70, kanser hiicrelerinde siklikla asir1 eksprese edilir ve
sagladig1 secici hiicresel hayatta kalma avantaji, timor olusumu siirecine katkida
bulunabilir. Bu nedenle, kanser hiicrelerinde Hsp70 seviyelerinin farmakolojik
manipiilasyonu, tliimoérlerin ilerlemesini 6nlemenin etkili bir yolu olabilir. Yapilan
degerlendirme sonucunda, ibuprofenin AS549 hiicrelerinde Hsp70 ekspresyonunu
azaltarak mitokondriyal kaskatin bircok asamasinda sisplatin tarafindan indiiklenen
apoptozu arttirdig: tespit edilmistir. Sonug olarak, ibuprofen, Hsp70'in baskilanmasinin
aracilik ettigi bir etki mekanizmasi yoluyla akciger adenokarsinom hiicrelerinde
sisplatinin antitiimoral 6zelliklerini giilendirmistir (99).

Robledo-Cadena ve ark. (2020)’nin yaptiklar1 ¢alismada selekoksib ve bunun
siklooksijenaz-2 (COX2) olmayan analogu dimetilselekoksibin (DMC) ve bakir bazli ilag
casiopeina ll-gly’nin insan serviks HelLa hiicre biiylimesi iizerine etkisi incelenmistir. Bu
ilaglarin etkileri ile farkli kanonik anti-kanser ilaglarinin etkileri arasinda var olan
herhangi bir sinerjiyi belirlemek icin ii¢ standart referans matematiksel model
uygulanmistir. Tiim modeller i¢in, her ila¢ hiicrelere IC50'in altindaki dozlarda
eklenmistir. NSAII'lerin ve kemoterapi ilaglarinin proliferasyon iizerindeki kombinasyon
etkisi de direng indeks orani (RI) ve kombinasyon indeksi (CI) degeri belirlenerek analiz
edilmistir. Celecoxib (5-10 M) ve DMC (dimethylcelecoxib (10-25 M), kanonik anti-
kanser ilaglarinin hem iki boyutlu hem de ii¢ boyutlu kiiltiirlerde HeLa hiicre biliytimesi
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tizerindeki potensini sinerjik olarak arttirmistir. Benzer sekilde, iki boyutlu kiiltiirlerde her
iki NSAll'nin varlig1 ile sisplatin ve doksorubisin IC50 degerlerinde onemli bir azalma
(%38-66 oraninda) goriilmiistiir. Hem koruyucu hem de tedavi edici protokollerdeki
selekoksib, HelLa kemoterapi ilacinin IC50 degerlerini de azaltmistir. DMC
(dimethylcelecoxib) ayrica sisplatin ve paklitakselin anti-kanser sitotoksisitesini artirarak
IC50 degerlerini hem koruyucu (%52-55) hem de iyilestirici (%45-73) protokollerde
diistirmistiir (100).

Dong ve ark. (2014)’min mide kanseri kemoterapisinde aspirin ve sisplatinin
etkisini belirlemek amaciyla yaptiklar ¢alismada, SGC7901/CDDP hiicre kiiltiirii 24 saat
boyunca aspirin, sisplatin veya aspirin+sisplatin ile tedavi edilmis ve hiicre biiytimesi
MTT yontemi ile, apoptoz hiz akis sitometrisi ile, survivin mRNA ifadesi RT-PCR ile ve
survivin protein ifadesi western blot ile degerlendirilmistir. Hiicre canliligi, kontrol grubu
ile karsilagtirildiginda, sisplatin, aspirin ve aspirin+sisplatin gruplarinda SGC7901/CDDP
hiicrelerinin yasama orani daha diisiik ve aradaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (P<0.01). Aspirintsisplatin grubunda hiicre biiylimesi 6nemli 6l¢iide inhibe
edilmistir ve aspirin+sisplatindeki hiicrelerin hayatta kalma orani, sisplatin ve aspirin
gruplarina kiyasla daha diisiiktiir. Aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
Sonuglar, aspirin+sisplatin grubundaki hiicre biiylimesinin 6nemli dl¢iide inhibe edildigini
ortaya koymustur. Aspirin+sisplatindeki apoptotik oran, diger gruplara gore anlaml
derecede yiiksek bulunmustur. Aspirin+sisplatin grubunda survivin mRNA ve protein
ekspresyonu da dnemli dl¢lide azalmistir. Veriler, aspirin ve sisplatin kombinasyonunun,
tek basina aspirin veya sisplatine kiyasla SGC7901/CDDP hiicrelerine kars1 daha yiiksek
derecede toksisite sergiledigini gostermistir. Bu nedenle, aspirin+sisplatin kombinasyonu,
SGC7901/CDDP hiicrelerinin apoptozunu indiikleyebilir (101).

Okamoto ve ark. (2021) yaptiklar1 ¢alismada, diklofenak ve selekoksibin tiimor
tizerindeki etkilerini ve A549/DDP hiicreleri ile nakledilen bir ksenograft fare modelinde
sisplatinin antitiimor etkisini degerlendirmislerdir. Sisplatin, tiimdr boyutunu ve timor
agirhi@in azaltmasa da bu parametreler kontrol grubu ile karsilastirildiginda diklofenakla
birlikte uygulamay1 takiben onemli 6lgiide azalmistir. Tersine, selekoksib, sisplatinin

antitiimor etkisini marjinal olarak bastirmistir. Ayrica, sisplatin, ksenograft farelerin
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bobreklerinde bir bobrek bozuklugu belirteci olan bobrek hasart molekiilii 1'in (Kim-1)
MRNA seviyelerini arttirmistir; selekoksib ve diklofenak ile tedavi, sisplatin tarafindan
arttirtlan Kim-1 mRNA seviyelerini etkilememistir. Sonug olarak, diklofenak, sisplatinin
neden oldugu nefrotoksisiteyi artirmadan sisplatinin antitimor etkisini giiclendirmistir.
Ayrica, diklofenakin, sisplatin A549/DDP hiicreleri, sisplatine karsi direngli bir insan
akciger kanseri hiicreleri ve bunlarin sferoidleri iizerindeki sitotoksik etkisini, hiicre
morfolojisinin kanser kok hiicrelerinin 6zelliklerini gdsteren hiicre morfolojisi ile aditif
olarak arttirdig1 gosterilmistir. Bu c¢alismada, sisplatin ve diklofenakin birlikte
uygulanmasi, timor boyutunu ve agirligini 6nemli 6lgiide azaltmistir ve diklofenakin
sisplatinin antitimor etkisini arttirdigi bulunmustur. Sonug olarak, degerlendirilen iki tip
NSAIll'den diklofenak, sisplatine bagl sitotoksisiteyi artirmadan sisplatinin antitiimor
etkisini giiclendirmektedir (102).

Okamoto ve ark. (2021)’nin yaptiklar1 bagka bir ¢alismada, sisplatinin antikanser
etkilerini artirabilecek NSAIQ'leri belirlemek amaciyla, sisplatinin sitotoksik etkisi
lizerindeki NSAII'nin etkileri; akciger kanseri hiicre kiiltiiriinde, MTT yontemiyle yapilan
bir calisma ile arastirilmistir. NSAIQ’lerin kanser hiicresine tek basina yapmis oldugu
etkiye bakildiginda; her bir NSAIi'nin maksimum konsantrasyonunun eklenmesinin
ardindan, bazi NSAII'lerin akciger kanseri hiicreleri iizerinde sitotoksik etkiler gosterdigi
bulunmustur (103). NSAil’lerin sisplatinin etkisi {izerine etkilerine bakildiginda ise
selekoksib, sisplatinin IC50 degerini arttirmig ve sisplatine direng gostermistir. Ayrica
diklofenakin sisplatinin IC50 degerini azalttig1 ve sisplatinin sitotoksik etkisini arttirdigi
gosterilmistir. Selekoksib, sisplatinin IC50 degerini A549 hiicrelerindekine benzer sekilde
artirsa da bazi NSAII' ler de arttirmis ve naproksen ise IC50 degerini bir miktar azaltmistir
(103). Yapilan caligmada, degisen IC50 degerlerine sahip selekoksib ve diklofenak
tizerinde odaklanilmis ve bunlarin hiicre canliligl iizerindeki etkilerini sabit bir
konsantrasyonda karsilastirilmistir. A549 hiicrelerinde, sisplatin ve selekoksib sitotoksik
etkiler géstermistir; ancak bunlarin kombinasyonlar sitotoksisiteyi arttirmada basarisiz
olmustur. Bu egilim SBC-3 hiicrelerinde de gozlenmistir. Ote yandan, diklofenak ve
sisplatinin kombinasyonu, A549 hiicrelerinde sisplatinin sitotoksisitesini arttirmigtir

(103).
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Calismalar incelendiginde steroid olmayan antiinflamatuvar ilaglarin (NSAIi'ler)
diizenli kullanim1 ile kolon, meme, akciger ve yumurtalik kanseri riskini azaltabilecegi
gosterilmistir. Deneysel caligmalar, diklofenak sodyumun konsantrasyona bagli bir
sekilde tiimor ksenograftlarinin bliylimesinin yani sira kanser hiicresinin proliferasyonunu

inhibe ettigini gostermistir (98).

Diklofenak’in, sisplatinin neden oldugu nefrotoksisiteyi artirmadan sisplatinin
antitimor etkisini giiclendirebilecegi de gosterilmistir. NSAIl'ler, COX-1'i segici olmayan
sekilde veya COX-2'yi segici olarak inhibe eder. Diinya Saglik Orgiitii, kanser agris1 igin
NSAIli'lerin kullanilmasin1 &nermektedir; bu nedenle antikanser ajanlar ve NSAIl'ler
kanser tedavisinde siklikla kombinasyon halinde kullanilir. Ayrica bazi NSAil'lerin
sadece antiinflamatuvar etkilerinin degil ayn1 zamanda antikanser etkilerinin de oldugu
bildirilmistir. Bu nedenle, uygun NSAIl ve antikanser ajan kombinasyonlarinin, kanser
agrisini azaltirken antikanser ajanin antitimor etkilerini arttirmasi beklenebilir. Bununla
birlikte, hangi NSAII' lerin antikanser etkileri oldugu tam olarak agik degildir ve benzer
kosullar altinda NSAIll'lerin antitiimér etkilerini karsilastiran az sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Kanser hiicreleri tizerine diklofenak sodyumun molekiiler etki

mekanizmalari izerine daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir.
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6. SONUC ve ONERILER

Diklofenak sodyum NSAIil’ler sinifina ait bir ilag olmakla birlikte hem COX-1
hem de COX-2 enzimlerini inhibe eder. Diklofenak sodyumun bilinen PG sentez
inhibisyonu etkisiyle birlikte farkli mekanizmalarinin da olabilecegi goriilmektedir.
Diklofenak sodyumun 6zellikle anjiyogenez ve bagisiklik sistemi tlizerindeki etkisi ile
ilgili ¢oklu etki mekanizmalarin1 dikkate alindiginda bu ilacin kanser tedavisinde etkili

olabilecegi ileri stiriilmektedir (94).

Diklofenak sodyum potansiyel antikanser aktivitesi ile aragtirmalarin ilgi odagi
olmaktadir. Diklofenak sodyum ve sisplatin kombinasyonun kanser tedavisindeki olas1
etkilerine dair calismalar yetersizdir. Calisma kapsaminda HelLa servikal kanser
hiicrelerinde sisplatin ile diklofenak sodyum kombinasyonlarinin hiicre canlilig1 tizerine
etkilerinin MTT yontemi kullanilarak degerlendirilmesi ve diklofenak sodyumun

sisplatinin antikanser etkisine aciklik getirilmesi amaglanmistir

Diklofenak sodyum ile ilgili yapilan ¢aligmalar bu molekiiliin hiicre canliligi iizerine
olan etkisini gostermektedir. Sonug olarak, bulgularimiz diklofenak sodyumun serviks
kanser tedavisinde sisplatinin sitotoksik etkinligini arttirabilecegini gostermektedir ve bu
nedenle servikal kanser hiicre gelisimi ve ilerlemesine karsi 6nemli bir rol alabilecegi 6n
goriilmektedir; ancak antikanser ilag tedavisinde kombine etkilerin dogrulanmasi i¢in

daha kapsamli arastirmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.
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