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OZET
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Kanser, temel ve klinik bilimlerde kaydedilen ilerlemelere ragmen, en biiyiik
saglik sorunlarindan biri olmaya devam etmektedir. Glioblastoma, yetiskinlerde primer
beyin tiimoriiniin en yaygimn olanidir. Glioblastomanin, tedavisinde anjiyogenez hedefli
ajanlarin etkili olabilecegi diisiiniilmektedir.

Kanser tedavisi silirecince agr1 kesiciler hastalarm agrilarmin giderilmesi
amactyla siklikla kullanilmaktadir. Metamizol, piralozon tiirevli opioid olmayan bir agri
kesicidir. Metamizol hafif ve orta dereceli agrilarda tek basina kullanildig: gibi, opioid
grubu agr1 kesicilerle de birlikte kullanilmaktadir.

Bu caligmada, Novalgin (metamizol sodyum)’in ¢esitli konsantrasyonlarda, U-
87 MG glioblastoma hiicrelerinin biliylimesini inhibe ettigi gosterilmistir. Bununla
birlikte, sitotoksik etkinin goriilmedigi dozlarda, Novalgin’in hiicrelerden besi yerine
salinan Onemli proanjiyogenik faktorlerden VEGF, MMP-9 ve Substance P
maddelerinin miktarlar1 iizerine etkileri de belirlenmistir.

Sonug olarak, Metamizol U-87 MG hiicre hattinda, doza bagh olarak hem
sitotoksik hem de proliferatif etki gostermistir. Metamizol 24 ve 48 saat i¢in 25 pg/mL
ve 12,5 ng/mL’lik konsantrasyonda U-87 hiicrelerinden salinan Substance P miktarinda
istatiksel olarak anlamli bir artisa neden olmazken; 24 saat igin 1 pg/mL’lik dozda 1.03
kat artisa neden olmaktadir. Metamizol 25 ug/mL’lik dozda, besiyerine salinan VEGF
miktarinda 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 1.68 kat artisa, 1 pg/mL’lik dozda ise
4.13 kat artisa neden olmaktadir. U-87 MG hiicrelerinden salinan MMP-9 enzim
miktary, 25 pg/mL’lik ve 12,5 pg/mL’lik metamizol uygulamasini takiben 48 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda kontrol grubuna oranla 1.35 ve 1.34 kat artmustur.

ANAHTAR KELIMELER: Novalgin, Metamizol, U-87 MG, Substance P, VEGF,
MMP-9.

JURI: Yrd. Dog. Dr. Ece SIMSEK (Danisman)
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ABSTRACT

THE IN VITRO INVESTIGATION OF THE POTENTIAL ANGIOGENIC
EFFECTS OF NOVALGIN (METAMIZOLE SODIUM) ON HUMAN
GLIOBLASTOMA CELL LINE U-87 MG

ORHAN KOCAK

MSc Thesis in Biology
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Ece SIMSEK
June 2017, 49 pages

Despite the progression in basic and clinical sciences, cancer continues to be one
of the major health problems. Glioblastoma is the most common type of primary brain
tumors in adults. It has been suggested that the angiogenesis-targeted agents may be
effective in the treatment of glioblastoma.

During cancer therapy painkillers are frequently used to relieve the pain of
patients. Metamizole, a Pyrazolone-derived, is a non-opioid analgesic. Metamizole is
used both alone and in combination with other opioid group painkillers in mild and
moderate pain.

In this study, it has been shown that Novalgin (metamizol sodium), inhibits the
growth of U-87 MG glioblastoma cells at various concentrations. Nevertheless, at
determined non-proliferative doses, the effects of Novalgine on the levels of three
proangiogenic factors (VEGF, MMP-9 and Substance P) released from the cells were
also determined.

As a result, Metamizole showed cytotoxic and proliferative effects on U-87 MG
cells. Metamizole did not cause a statistically significant increase in Substance P
activity in the U-87 cell line at concentrations of 25 pug / mL and 12,5 ug / mL for 24
and 48 hours. 1 pg / mL Metamizole caused a 1.03-fold increase in Substance P levels
for 24 hour incubation period. 25 ng/mL Metamizole causes a 1.68-fold increase and 1
ug / mL caused a 4.13-fold increase in the amount of VEGF release at the end of the 24-
hour incubation period respectively. The amount of MMP-9 enzyme released from U-87
MG cells increased by 1.35 and 1.34 times compared to the control group at the end of
the 48 hour incubation period with 25 pg / mL and 12,5 pg / mL metamizole treatment.

KEYWORDS: Novalgin, Metamizole, U-87 MG, Substance P, VEGF, MMP-9.
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ONSOZ

Agr1 hos olmayan duygusal ve duyusal bir deneyim olsa da en basit ifadeyle bizi
bedensel hasarlardan korur. Ancak ¢ogu kanser tiirii biitiin bedene yayilincaya kadar
sessiz sedasiz ilerlemeye devam eder. Hastaligin son evresinde olan hastanin tibbi,
psikolojik ve sosyal bakimdan iginde bulundugu durum nedeniyle kanser agrisinin
normalden daha izdirap verici bir duruma dontistiigii goriilebilir.

Kanser agris1 timor kiitlelerinin yarattig1 fiziksel baski, kemoterapi ve
radyoterapi gibi tedavilerin yan etkisi olarak veya primer tiimoriin uzaklastirilmasi
amaglanan ameliyatlar sonrasinda ortaya ¢ikmaktadir. Kanser kemikte ve agriya duyarl
diger organlarda yapisal aksakliklara yol agarak, iyilesme siirecinin hizlanmasi ig¢in
gelismis agri reflekslerini tetikler. Bu agrinin giderilmesi i¢in opioid ve opioid olmayan
ilaglar siklikla kullanilmaktadir. Anesteziklerin kesfi ile cerrahi tibbin tarihi degismistir.
Ciinkii agr1 hissini baskilamadan ya da hasta uyutulmadan primer tiimoér ameliyatlari
gibi zor operasyonlarin yapilmasi miimkiin degildi. Opioidler bu konuda o kadar
etkiliydi ki bugiin de halen kullanim siklig1 artan ilaglar arasindadir. Opioid olmayan
agr1 kesicilerin en 6nemli avantaji agrinin hangi evresi olursa olsun hem tek baslarina
hem de opioid agr1 kesicilerle birlikte yillardir kullaniliyor olmasidir. Ozellikle kanser
agrisinin dindirilmesi amaci ile kullanilan bu ilaglarla 1ilgili son yillarda yapilan
caligmalarda kanser niiksiine neden olabilecegine dair birgok rapor sunulmustur. Opioid
grubundan morfin, fentanil gibi giicli narkotik agri1 kesiciler kanser niiksi ile ilgili
calismalarda kullanilmistir. Opioid olmayan agr1 kesici ve kanser ile ilgili ¢alismalarda
cogunlukla siklooksijenazlar ve prostaglandin iliskisi arastirilmistir. Metamizol’lin
siklooksijenaz enzimi iligkisi disinda opioiderjik sistem ve kannabinoid sistemle ilgili
olan mekanizmalar1 agrinin her evresinde siklikla kullanilan metamizoliin etkiliginin
anlasilmasinda biiyiik rol oynayacak gibi goriinmektedir. Literatiirde Metamizol’tiin U-
87 MG hiicrelerine uygulandigi herhangi bir in vitro ¢alismaya rastlanmamustir. Tez
kapsaminda U-87 MG hiicrelerine metamizol uygulayarak hiicre canliligin inhibe
edilmedigi konsantrasyonlarda 6nemli anjiyogenik faktorlerden Substance P, VEGF ve
MMP-9 aktivitesindeki degisikler saptandi.

Metamizol’in belirli konsantrasyonlarda gosterdigi proliferasyona ragmen
anjiyogenik faktorler lizerinde belirgin aktivite degisikligi gostermedigi goriildii. Ancak
buna ragmen metamizol’iin etki mekanizmasinin iyi bilinmedigi gz Oniine almirsa,
proliferasyon gosterdigi dozlarda farkli yollardan anjiyogenik siireci tetikleyebilecegi
sOylenebilir. Ayrica yapilan diger bazi ¢calismalarda morfin ile sergiledigi sinerjistik etki
Metamizol’tin opioiderjik sistem ile ilgili mekanizmasmi bir kez daha akla
getirmektedir.

Metamizol’tin in vitro ve in vivo farkli kanser tiplerinde gosterecegi etkilerin
arastirilmasi, hem agr1 kesici hem de kanser niiksii ile ilgili mekanizmalarin
aydinlatilmasinda ©nemli c¢aligmalar olacaktir. Ayrica metamizol’in anjiyogenik
faktorlerin reseptorleri ve opioid reseptorlerle gosterdigi molekiiler etkilesimlerin
belirlenmesi, ilerde yeni sentetik agri kesicilerin gelistirilmesinde 6zellikle morfin
toleransi gibi agriya karsi ¢aresiz kalinan durumlarda hastanin yasam kalitesini daha da
iyilestirmede dnemli kazanimlar olacaktir.
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GIRIS Orhan KOCAK

1. GIRIS

Oliimciil hastaliklar arasinda, kalp-damar rahatsizliklarindan sonra en yaygin
ikinci sirada olan kanser, glinlimiiz arastirmalarinin hedef noktasi haline gelmistir.
Bilimsel c¢alismalar ile her gegen giin kanserle iligkisi olan yeni bircok mekanizma
ortaya ¢ikarilmaktadir (Doucas ve Berry 2006).

Klinik agidan, 6zellikle tiimoriin cerrahi operasyonu sonrasi ve kronik kanser
agrisinin tedavisinde anestetik ve analjezik ilaglar kullanilmaktadir. Kanser hastalariin
cok biiylik bir kisminda goriilen en 6nemli yan etkilerden biri kronik agridir. Agri,
tiimoriin bulundugu bolgede, tiimdriin hacmine bagh olarak olusan fiziksel bask1 sonucu
meydana gelebildigi gibi, tedavi amacli kullanilan kemoterdpatiklerin ve radyoterapinin
yan etkisi ile de ortaya ¢ikabilir. Bununla birlikte agri, cerrahi miidahale ile primer
timoriin uzaklastirilmas1 sonrasinda da ortaya ¢ikabilir (Colvin vd 2006). Kanser
agrisinin da %70’inden fazlasi, viicutta timor ve tiimorle iliskili sekonder yapisal
degisikliklerden kaynaklanmaktadir (Yildirim vd 2005).

Agr gercek ya da potansiyel doku hasariyla iliskili veya bdyle hasarlarin neden
oldugu “hos olmayan duyusal ve duygusal deneyim” olarak tanimlanir. Agr1 genellikle
akut veya kronik olarak siniflandirilir. Akut agriya yaralanma, hastalik siireci ya da
anormal caligan bir kas ya da i¢ organ neden olur. Diger taraftan kronik agri, akut
agrinin aksine hastalik siirecinin Oniine gecerek alti aydan daha uzun siirer. Agrinin
ortaya c¢ikma siireci, temel mekanizmalarla iligkilidir. Nosiseptorler, zararli uyarana
veya etkisi uzun siirerse zararli olabilecek uyaranlara duyarlidir. Zararli uyarani
algilayan nosiseptdrler, nosiseptif agriyr meydana getirir. Nosiseptorler, cogunlukla
kii¢iik sinir lifleri olan Ao ve C liflerine sahiptir. Zararli kimyasallara, mekanik ve
termal uyaranlara tepki verirler. Ad lifleri miyelinli ve iyi lokalize olup, bilgiyi hizli
iletirken; C lifleri miyelinsizdir ve daha yavas mesaj gonderirler. Nosiseptorlerce
algilanan zararh uyarilar, ilk olarak merkezi sinir sistemine daha sonra beyin sap1 ve
talamusa iletilir. Bireyin psikolojik etkilesimi ve duyusal deneyimleri sonucu agri
uyarist algilanir (Russo 2001). Pek cok hasta i¢cin agri, kanserin ilk belirtisidir ve tiim
kanser tiplerinin yiizde 30-50’sinde hastalar orta veya siddetli derecede agr1 ¢ekerler.
Kanser, hastaligin seyri boyunca herhangi bir zamanda agriya neden olabilir, ancak agri
siklig1 ve siddeti ileri evrelerde artma egilimindedir. Aslinda metastatik veya ileri evre
kanser hastalarinin yiizde 75-95°i kanser kaynakli agrilar1 yasamaktadir (Mantyh vd
2002).

Kanser agrisinin tedavisinde farkl: terapiler kullanilmaktadir. Bunlar NSAID ler,
opioidler, radyasyon, sistemik radyoizotoplar, kortikosteroidler, lokal anestetikler,
antidepresanlar ve bisfosfonatlardir. Tedavide kullanilan ve kabaca; opioid olmayan agr1
kesiciler (steroid olmayan anti-inflamatuvar ilaglar; (NSAID)), opioid agr1 kesiciler ve
sentetik agr1 kesiciler olmak {izere ii¢ gruba ayrilabilen bu ilaglar, periferik ve merkezi
sinir sisteminin farkli bilesenlerini hedef alir (Mantyh vd 2002, Moore 2009).

Opioidler (Opiyatlar) uzun zamandir kanserle iliskili, hem orta-siddetli ve
noropatik agrinin tedavisinde hem de operasyon sonrasi agrinin onlenmesinde etkili
olarak kullanilmaktadir. Hafiften orta siddette kadar agr1 tedavisinde kodein, oksikodon
ve hidrokodon kullanilir.
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Bu ilaglardan daha giiclii olan morfin ve fentanil gibi opiyatlar anestezik olarak
kullanildiklar1 gibi, kronik agrinin siki denetim altina alinmasinda da etkin bir sekilde
kullanilmaktadirlar. Kodein, asetaminofen ve NSAID'lerle kombine edildiginde hafif
veya orta derecede agriya karsi da etkilidir (Hargreaves ve Abbott 2005, Salerno vd
2006).

Opioid olmayan agri1 kesiciler, genellikle akut ve kronik agrinin tedavisinde tiim
diinyada en sik kullanilan ilag grubudur. Son 20 yilda 6zellikle operasyon sonrasi
agrinin tedavisinde, hafif ve orta derecedeki agrilar i¢in tek bagina kullanilan bu grup
ilaglar, son zamanlarda, ¢ok yonlii agr1 kesicilerin bilesenleri olarak da siklikla
kullanilmaktadir (White 2005). Opioid olmayan agr1 kesiciler, asit ve asit olmayan
antipiretik ilaglar olarak da smiflandirilabilir (Brune ve Zeilhofer 2006). Asit olmayan
antipiretik ilaglar, anilin tiirevli paresetamol ve fenazon tiirevlerinden dipiron ile temsil
edilir. Bu ilaglar agr1 kesici ve antipiretik olmalarina ragmen, anti-inflamatuvar
degillerdir.

Tez c¢alismasinda kullanilan ticari ismi Novalgin olan agri kesicinin etken
maddesi metamizol sodyumdur. Metamizol (dipiron), parasetamol benzeri, asidik
olmayan anti-piretik agr1 kesici bir pirazolon tiirevidir. Ilk olarak 1920'de sentezlenen
metamizol, halen klinik kullanimda olan bu grubun ana temsilcisidir. Metamizol’iin
farmakolojik mekanizmasi belirsizligini korumaya devam etse de; yaygm goriis
metamizol’lin siklooksijenaz-3 (COX-3) izoenziminin bir engelleyicisi olabilecegi ve
boylece omuriligin dorsal boynuzunda prostaglandin sentezinin azaltarak etkisini
gosterdigi  yoniindedir (Chandrasekharan vd 2002, Schug ve Manopas 2007).
Prostaglandin, K* ve bradikinin gibi agr1 olusturan etmenler doku hasar1 durumlarinda
salmmaktadir. Nosiseptorler de duyusal sinirlerin C fiberlerinden Subtance P maddesini
salgilarlar. Subtance P damar genisletici etkiye sahip, mast hiicresi degraniilasyonu
yapan, histamin ve serotonin artisina neden olan bir nérotransmitterdir (Bang vd 2003).

Subtance P (SP), omurgali ve omurgasiz hayvanlarda evrimsel siire¢ boyunca
korunmus, peptid karakterdeki hormonlarin bir ailesi olan Takikinin’lerin pargalanmasi
sonucu ag¢iga ¢ikan bir maddedir (Erin ve Ulusoy 2009). P maddesinin NK-1
reseptoriine baglanmasi G proteinini aktive eder ve bu aktivasyon sonucunda SP, NK-1,
B-arrestin, SRC (Protoonkogenik Tirozin Kinaz), ERK1/2 (Ekstraseliiler Sinyal
Diizenleyici Kinaz) proteinlerini de igeren karmasik bir protein kompleksi aktive edilir.
Aktive olan bu kompleks, niikleusa dogru hareket eder ve hiicre proliferasyonunu artirir
ayrica Mitojenle aktive edilen protein kinaz (MAP)’larin aktivasyonunu saglayarak
hiicreyi apoptozdan korur (Esteban vd 2009). SP’nin, kemik iligindeki metastazik
ndroblastoma hiicrelerinin %90’ninda, invaziv malignant melanomalarin %68’inde,
metastazik melanomalarin %40’da, in situ melonamalarin %60’mnda eksprese edildigi
gosterilmistir. Pek c¢ok tliimorde, Ozellikle de tliimoriin c¢evresinde bulundugu
saptanmistir (Munoz ve Covenas 2010). Tiimdr hiicrelerinde, tiimoral ve peritiimoral
dokularda (inflamatuar hiicreler, fibroblastlar, kan damarlari, sinirler vb.) yiiksek
miktarda eksprese edilen SP/NK-1 yolagi, timdr anjiogenezini ve tiimoral kiitlenin
biiylimesini arttirmaktadir (Friess vd 2003). SP’nin anjiyogenik 6zellikte oldugu da son
yillarda agiga ¢ikarilmistir. Bu nedenle hem agr1 yolaginda yer alan bir ndrotransmitter
olmas1 hem de anjiyogenik bir faktor olmasi dolayisiyla Tez kapsaminda Oncelikle
kanser hiicrelerinden salinan SP miktar1 iizerine Novalgin’in etkisini aragtirdik.
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Kisaca, var olan kan damarlarindan yenilerinin olugmasi olarak tanimlanan
anjiyogenez tiimoriin biiylimesi, saldirganligi ve metastazi i¢in olduk¢a Onemli,
karmagik bir siiregtir (Radisky vd 2001). Anjiyogenez, pro ve anti- anjiyogenik
faktorlerce dengede tutulan dinamik c¢ok basamakli bir siirectir. Novalgin’in timor
hiicreleri tizerindeki olas1 pro-anjiyogenik etkisini belirlemek igin tez kapsaminda
baktigimiz diger bir faktér de vaskiiler endotel biiylime faktori (VEGF)’diir. VEGF,
kanser hiicrelerinden salinan en 6nemli pro-anjiyogenik faktordiir. VEGF, hizli ve tam
bir anjiyogenik yanitin olusumunu indiikleyen, endotel hiicreler i¢in potansiyel ve segici
bir mitojendir (Boudreau ve Myers 2003). Tiimdriin tetikledigi anjiyogenez, hem timor
hiicrelerinden hem de tiimor stromasindaki hiicreler tarafindan sentezlenen VEGF nin
ekspresyonunun artis ile iliskilendirilmistir (Bouis vd 2006).

Anjiyogenez siirecindeki en 6nemli degisimlerden birisi de Ekstraseliiler Matriks
(ECM)’nin yeniden sekillendirilmesidir. Bu sekillendirmede esas olan, timor ile
stromal fibroblastlar arasinda iletisimin saglanmasidir. Bu anlamda, ECM’nin yeniden
sekillendirilmesinden sorumlu en Onemli enzimler ise Matriks-metallo-proteazlar
(MMP)’dir. MMP’ler, pro-anjiyogenik faktorlerin i¢inde bulundugu ECM’ye baglh
biiylime faktorlerinin serbest kalmasina da neden olur. MMP’ler ayn1 zamanda, timor
biliylimesi, anjiyogenez ve metastazi kontrol eden farkli sinyal yolaklarini diizenlerler.
MMP ailesinin en 6nemli enzimlerinden biri de MMP-9’dur. MMP-9’un miktarinin
artmast pek cok tiimorle iliskilendirilmistir ve kanserin invazyon ve metastazi ile
korelasyon gostermektedir (Kast ve Halatsch 2012). Herhangi bir etken madde pro
ve/veya anti-anjiyogenik Ozelligini, anjiyogenez siirecinde yer alan pek ¢ok farkli
proteinin  ekspresyonlarin1  degistirerek  gosterebilir. Bu nedenle Novalgin’in
anjiyogenez siirecinde 6nemli bir rol oynayan MMP-9 iizerine herhangi bir etkisinin
olup olmadig1 da tez kapsaminda arastirilmistir.

Novalgin, NSAID gurubundan bir ila¢ oldugu i¢in hafif ila orta siddette agrinin
tedavisinde etkili bir agr1 kesicidir. Timor hiicrelerinin, konakg¢iya ait anti-timor
bagisiklik sistemlerinden, prostaglandin aracili immiin baskilanmadan ve IL-12 aracili
down regiilasyondan kacabildigi varsayilmistir. Prostaglandin sentezini siklooksijenaz
enzimlerinin inhibisyonu yoluyla zayiflatan NSAID'ler, tiimor hiicrelerinin bagisikliktan
kagmasinin bastirilmasinda ideal maddeler olarak gosterilmektedir (Meserve vd 2014).
Her ne kadar NSAID’lerin COX ve prostaglandin aracili mekanizmalar {izerine etkileri
anti-kanser etkiye isaret etse de; metamizol’iin kanser hiicreleri {izerine olan g¢ogaltic1 ve
dolayisiyla anjiyogenik dinamikleri heniiz net degildir. Temel olarak, tez calismasmin
hedefi, kanser hastalarinda cerrahi miidahale Oncesi ve sonrasinda hafif-orta siddetli
agrilarin  giderilmesi amaciyla kullanilan ilaglardan olan Novalgin’in potansiyel
anjiyogenik etkisi ile kanserin ilerlemesine neden olup olamayacagmnin arastirilmasidir.
Bu baglamda, tez kapsaminda, en yiiksek damarlanma gosteren tiimorlerden biri olan
insan glioblastoma hiicre hatti rol-model olarak segilmistir. Bdylece anjiyogenez
stirecinin temel ve Onemli basamaklarindaki faktorler aracilifi ile Novalgin’in
potansiyel anjiyogenik bir etkiye sahip olup olmadigi sorusuna cevap aranmasi
amaclanmustir.
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2. KURAMSAL BILGILER VE KAYNAK TARAMALARI
2.1. Kanser ve Agr

Kanser, temel olarak hiicrelerin ¢oklu degisikler gegirerek, kontrolsiiz ve asiri
cogalmalarma neden olan bir hastaliktir. Gegirdikleri degisikler hiicre bdliinme
dongiisiinii, bagisiklik sisteminin denetiminden kagma veya savasma yetenegini, diger
hiicrelerle olan iletisimini kontrol eden modifikasyonlarin bir sonucudur. Kanser, halen
diinya ¢apinda hastalilk ve Olim oranlarmm ana nedenlerinden biridir. Kanser
tedavisinde onemli gelismeler saglansa da kanserin goriillme orani artmaya devam
etmektedir (Harrington 2016).

Diinya Saglik Orgiitii’niin arastirmalarina gore, 2021 yilinda diinyada 15 milyon
yeni kanser vakasi goriilecegi tahmin edilmektedir. Kanserde, yasam siiresini uzatan
yeni tedaviler umut verici olsa da; madalyonun diger yiiziinden bakildiginda kanser
hastalar1, hastalik ve hastalik tedavisinden kaynaklanan agrilara daha uzun siire maruz
kalacaklardir. Kanserde agr1 6nemli bir belirtirdir ve hastanin yasam kalitesini olumsuz
yonde etkilemektedir. Metastazi1 olan hastalarm % 50’sinden fazlasinda ve ileri evreli
hastalarin % 90’nindan fazlasinda agr1 bulgularinin oldugu tahmin edilmektedir. Kanser
agrisinin % 70’inden fazlasi, Ozellikle tiimor ve tiimorle iliskili ikincil yapisal
degisikliklerden kaynaklanmaktadir. Her yil diinya genelinde 4-5 milyon kisi kansere
bagli nedenlerle Olmektedir. Bu durum g6z Oniine alindiginda, kanser hastalar:
hayatlarmin son donemlerini agrilar igerisinde gecirmektedir. Bu durum sadece tibbi bir
sorun olarak kalmamakta ayni zamanda sosyal bir sorun olarak da karsimiza
¢ikmaktadir (Erdine 2002,Y1ldirim 2005, Wargo ve Burton 2005).

Anestezi ilaglarmin kanser agrisinin tedavisindeki kullanim amaglari; primer
tiimoriin uzaklastirilmasi amaci ile cerrahi operasyon dncesi hastanin uyutulmasi, akut
cerrahinin neden oldugu agrilarin giderilmesi ve hastalik yiikii, tedavi gibi faktorlerden
kaynaklanan kronik agrmimn iyilestirilmesi olarak tanimlanabilir. Ancak, yapilan
degerlendirmelere gore, operasyon sonrasi uygulanan teknikler ve agri kesicilerin,
kanser hiicrelerini uyararak hastanin anti-kanser bagisikligin1 baskilayabilecegini
disiindiirmektedir (Gottschalk vd 2010, Tavere vd 2012, Meserve vd 2014).

2.1.1. Agn

Agr1, sinir sisteminin hayati bir fonksiyonudur ve viicuda potansiyel ya da fiilli
yaralanma uyarist verir. Agri, ge¢mis deneyimler, korku ve kaygi gibi psikolojik
faktorlerden de etkilenen duyusal ve duygusal bir deneyimdir. Agr1 reseptorleri, agri
sinyallerinin iletim mekanizmalar1 ve agr1 yolaklar1 kanser agrisinin ortaya ¢ikisinda ve
tedavisinde 6nemli hedefler olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Birincil duyusal sensor sinirleri, periferik dokulardan alinan duyu bilgisinin
omurilik ve beyine iletildigi “ag gecidi”dir. Bu ndronlar cildi ve viicudun hemen her i¢
organini sarmaktadir. Bas ve viicudun sinir sistemini bagladig1 duyusal liflerin hiicre
govdeleri, swrasiyla trigeminal sinir diiglimii ve arka kok sinir diigiimii'diir. Bu sinir
diigtimleri iki ana kategoriye ayrilabilir. Bunlar Miyelinli A-lifleri ve daha kiigiik ¢apli,
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miyelinsiz C-liflerdir. Hemen hemen tiim biiyiik capli miyelinli A-B lifleri, normal
olarak cilde, eklemlere ve kaslara uygulanan zararli olmayan uyarilari iletirler.

Bu nedenle, normal bir durumda, bu biiyiilk duyu ndronlar1 zararli uyaranlara
gecit vermez. Buna karsilik, en kiiclik ¢apli duyu lifleri, miyelinsiz C lifleri ve ince
miyelinli A-6 lifleri, nosiseptorler olarak bilinen uzmanlagsmis duyu ndronlaridir.
Nosiseptorlerin ana islevi, zararli olarak algilanan g¢evre uyarilarmi, merkezi sinir
sistemine iletilen elektrokimyasal sinyallere doniistiirmektir. Gorme ya da koku alma ile
ilgili olan birincil duyu ndronlarinin aksine, agri yolunun bireysel birincil duyu
noronlari, fiziksel ya da kimyasal 6zellikli olanlar da dahil olmak {izere genis bir
yelpazede uyarici tamima anlaminda Onemli bir kabiliyete sahiptir. Bunu
gerceklestirmek i¢in, nosiseptorler, termal, mekanik ve kimyasal gibi zararli uyaran
sekillerini algilayabilen birgok reseptor gesitliligine ve gegis molekiillerine sahiptir.
(Basbaum ve Jessel 2000, Julius ve Basbaum 2001).

Duyu sinirleri, doku hasarmi tespit eden kanallar1 ve reseptorleri eksprese
etmenin yani sira, periferik yaralanmaya yanit olarak fenotiplerini degistirebilmeleri
bakimindan son derece esnektir. Doku zedelenmesinden sonra, bir¢ok nosiseptor sinyal
peptid modellerini ve biiytime faktorii ekspresyonunu degistirir. Duyusal sinirin
fenotipindeki bu degisiklik, nosiseptor esik seviyesinin aktivasyonunun azaldigi
periferik duyarlilikla ilgilidir. Normalde hafif derecede zararli bir uyar1 olarak
algilanacak olan sey, ¢ok zararli “hyperalgesia” olarak algilanir veya normalde zehirsiz
olarak algilanacak uyaranlar zehirli “allodynia” olarak algilanir. Cevresel bir dokunun
hasar gérmesi sonucu, daha 6nce sessiz olan veya “uyku nosiseptorleri”olarak bilinen
reseptorlerin aktive edildigi gosterilmistir. Bu durumda nosiseptorler normalde zararh
olmayan uyaranlara veya hafif derecede zararli uyaranlara kars1 fazla tepki vermektedir
(Woolf ve Salter 2000).

2.1.1.1. Kanser agrisi

Giliniimiizde, kansere bagh agr1 diizeylerini azaltmaya yonelik bir dizi yaklasim
uygulanmaktadir. Radyasyon, kemoterapi ve / veya ameliyat gibi tiimoriin boyutunu
kiigiiltmeye yonelik tedaviler genellikle etkindir; fakat bunlar agir tedavilerdir ve
onemli oranda istenmeyen yan etkilere neden olabilir. Biiylik bir ¢ogunlukla tedavi ile
iliskili yan etkiler nedeniyle, kanser hastalarinin % 45’inde yeteriz ve kalict olmayan
agri kontrolii oldugu bildirilmistir (Meuser vd 2001, de Wit vd 2001).

Bir tiimor, makrofajlar, nétrofiller ve T hiicreleri gibi bagisiklik sistemi hiicreleri
de dahil olmak tizere kanser hiicreleri dismdaki pek ¢ok hiicre tipinden olusur. Bunlar
birincil duyusal sinirleri hassaslastiran veya dogrudan uyaran c¢esitli faktorleri
salgilarlar. Prostaglandinler, tiimor nekroz faktér-o ve endotelin’ler bu faktdrlerden
birkagidir (Nadler vd 2000, de Leo ve Yazierski 2001).

Nosiseptor, kanser hiicreleri veya tiimor mikro gevresi tarafindan tiretilen zararh
uyaranlara iligkin sinyalleri algilamak ve iletmekle gorevli birka¢ farkli reseptorii
tammlamak icin kullanlan genel bir terimdir. Ornegin, Vanilloid reseptdr-1, kanser
hiicreleri tarafindan {iretilen hiicre dis1 protonlar1 (H+) tespit ederken, endotelin-A
reseptorleri kanser hiicreleri tarafindan salinan endotelin’leri tespit eder. Duyusal
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noronlar tarafindan eksprese edilen diger reseptdrler arasinda, kanser ve iltihap hiicreleri
tarafindan dretilen prostaglandin  E'yi  saptayan prostaglandin  reseptorleri
bulunmaktadir.

Makrofajlar tarafindan salinan sinir biyiime faktorii (NGF), Tirozin Kinaz A
(TrKA) reseptoriine baglanir. Bu sirada, hiicre dis1 ATP, purinerjik P2X3 reseptoriine
baglanir. Bu reseptorlerin aktivasyonu, sodyum kanalinn fosforilasyonunu uyararak,
nosiseptoriin uyarilabilirligini arttirir. (Mantyh vd 2002, Julius ve Basbaum 2001).
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Sekil 2.1. Timorler tarafindan iiretilen zararli uyarilarin duyu noronlar1 tarafindan
algilanmas1 (Mantyh vd 2002, Julius ve Basbaum 2001).

Kanser hiicrelerine ek olarak, timorler inflamatuar hiicrelerden ve kan
damarlarindan olusur. Yine tiimorler g¢ogunlukla birincil duyusal nosiseptorlere
bitisiktirler. Kanser hiicreleri ve inflamatuar hiicreler, nosiseptorii uyaran veya
hassaslastiran ATP, bradikinin, H, sinir biiylime faktorii, prostaglandinler ve damar
endotel biiylime faktorii gibi cesitli liriinleri serbest birakir. Agrili uyarilar, arka kok
sinir diigiimiinde bulunan hiicre cisimcikleri olan nosiseptorler tarafindan saptanir ve
omurilikteki noronlara iletilir. Sinyal daha sonra beyindeki yiiksek merkezlere iletilir.
Kansere bagli agr1 sinyallerinin, beyine en az iki omurilik kordonu yolu ile yani
spinotalamik yol ve arka kolon yolu ile ulastigi tahmin edilmektedir.

Nosiseptor aktivasyonu, kalsitonin genine-bagli peptid, endotelin, histamin,
glutamat ve substance P gibi norotransmitterlerin salinimi ile sonuglanir. Nosiseptor
aktivasyonu ayni zamanda duyusal liflerin periferik uglarindan prostaglandinlerin
salinmasma neden olur. Bu duyusal lifler ayn1 zamanda, plazmanin damar digma
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sizmasina, bagisiklik hiicrelerinin aktivasyonuna ve damar genislemesine neden olabilir
(Manthy vd 2002).

Sekil 2.2. Tiimor ve nosiseptor baglantisi (Manthy vd 2002).

2.2. Kanser Agrisimin Yonetimi

Diinya Saghk Orgiitii, 1986 yilinda kanser agrisi tedavisi igin bir strateji
belirlemistir. Bu stratejiye gore, agr1 yogunlugu gbz oniinde bulundurularak, opioid
olmayan agr1 kesicilerden zayif opioidlere ve gii¢lii opioidlere kadar sirali {i¢ asamali bir
analjezik merdiven basamag tedavisi dnerilmistir. ilk baskisindan yirmi yil sonra bile,
Diinya Saglik Orgiitii kanser agr1 kesici programi, agr1 ydnetiminin referans: olmaya
devam etmektedir. Diinya Saglik Orgiitii’'ne gore, opioid agr1 kesiciler agr1 tedavisinin
temel dayanagidir ve agriy1 hafif-orta, orta-siddetli yogunluga kadar kontrol etme
yeteneklerine gore siniflandirilmistir (World Health Organization, 1996).
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S Kanser agrismin ge¢mesi
Orta-siddetli agr icin opioid (fentanil, morfin vb.) 3 —
+/- Opioid olmayan agn kesici 4 //
; +/- Adjuvan i
/,// Agn kalica durumda veya artiyorsa / s
Hafiff-orta dereceli agn 1gm opibid (kodem hidrokodon xb) 2 //‘
+/- Opioid olmayan agn kesici /
) +/- Adjuvan y
/ -
‘ / Agn kalica durumda veya artiyorsa 1 )
o — /
Opioid olmayan agn kesici (parasetamol. itbuprofen vb.) ’ //
+/- Adjuvan (noropatik agn 1¢in antikonviilsan ve ; //
duygu durum bozluklugunun eslik ettigi anksiyolitikler) / '

AGRI

Sekil 2.3. Diinya Saglik Orgiitii’niin kanser agris1 tedavisi basamaklar1 (Diinya Saglik
Orgiitii 1996).

Agri tedavisine, agrinin derecesine uygun olarak, Diinya Saglhk Orgiitii’niin agr1
basamaklarinda belirttigi ilaglarla baslanmalidir. Cogu kanser hastasinda agri, birincil
anti-timor tedaviler, sistemik agri1 kesici tedavileri ve psikolojik miidahaleler gibi
yaklagimlarla tedavi edilebilir. Hafif agrinin tedavisinde, asetaminofen/parasetamol
veya bir NSAID gibi opioid olmayan agr1 kesiciler yaygin olarak kullanilmaktadir. Tek
doz caligmalarinda kanser agrisinin hafifletilmesinde NSAID’ler plaseboya gore daha
ustiindiir. Tek bir gii¢lii bir opioid ile kanser hastalarinin kiigiik bir yiizdesiyle rastgele
yapilan Klinik bir arastirmada parasetamoliin agr1 ve refahi iyilestirdigi gosterilmistir.
Bununla birlikte, bu sonuglar diger ¢alismalar tarafindan dogrulanmamistir. Parasetamol
ve/veya steroidal olmayan anti-inflamatuvar bir ilag, hafif agrinin tedavisinde etkilidir.
Parasetamol ve NSAID’ler, Diinya Saglik Orgiitii agr1 kesici basamaklarinmn herhangi
bir agsamasinda kanser agrisi tedavisinin evrensel bir pargast olarak kabul edilmektedir
(Stockler vd 2004, McNicol vd 2005).

Geleneksel olarak hafif-orta derece agriya sahip hastalar, asetaminofen, aspirin
veya NSAID ve ayrica kodein, dihidrokodein, tramadol veya propoksifen gibi zayif ani
salimli opioid igeren bir bilesim iiriinii ile tedavi edilmistir. Diinya Saglik Orgiitii agr1
tedavisinin ikinci basamaginda, ila¢ kullanimi ile ilgili ¢ok sayida tartisma mevcuttur.
Bu tartigmalarin nedenlerinden ilki, zayif opioidlerin etkinligini gosteren Kkesin bir
kanitin olmamasidir. Klinik denemelerden elde edilen verilerin meta-analizinde, tek
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basina opioid olmayan analjezikler ile bunlarin zayif opioidlerle birlesimi arasindaki
etkinlikte anlamli bir fark bulunamamistir. Mevcut ¢alismalar, ilaglarin birinci ve ikinci
basamaklar arasindaki etkinliginde anlaml bir fark gostermemektedir. Zayif opioidlerin
kullanimindaki bir bagka kisitlama ise doz esiginin ilacin etkinligini arttramayacagi,
ancak yan etkileri ise arttiracagi yoniindeki goristiir. Bir¢ok bilimadami, diisiik
dozlarda morfinin daha erken kullamlmasini ve Diinya Saglik Orgiitii tarafindan
belirlenen “agr1 kesici merdiveninin” ikinci adiminin kaldirilmasini dnermistir. Ancak
Oneri, konuyla ilgili incelenen hasta Orneklerinin hem sayica az hem de temsil
edilebilirliginin diisiik olmasi nedeniyle reddedilmistir (Eisenberg vd 1994, Marinangeli
vd 2004, Mercadante vd 2006).

Giglii opioidler, kansere bagli orta-siddetli derecedeki agr1 tedavisinin temel
dayanak noktasidir. Morfin, metadon, oksikodon, hidromorfon, fentanil, alfentanil,
buprenorfin, levorfanol ve oksimorfon, Avrupa'da en ¢ok kullanilan gii¢lii opioidlerdir.
Orta ila siddetli kanser agrisi i¢in ilk tercih edilen opioid oral morfindir. Birgok tilkede
1977 yilindan bu yana oral morfin, agriy1 hafifleten, siddetli kronik kanser agrisinin
tedavisinde tercih edilmistir. Bunun yansira, morfin genis 6lg¢lide tolere edilebilir ve
ucuz bir ilag olmasi nedeni ile de sikga tercih edilmektedir Hidromorfon veya
oksikodon, oral morfine alternatif etkili ilaglardir. Transdermal fentanil ve transdermal
buprenorfin morfin toleranslar1 diisiik ve uyumsuzlugu kotii olan hastalar i¢in tercih
edilen agri kesicilerdir (Ripamonti vd 2011).

2.3. Kanser Agrisinda Kullamlan Ilaglar

Farmakolojik tedaviler kanser agri yonetiminin temelidir. Cesitli antikanser
terapilerin yani sira bu terapiler arasinda, opidler, opioid olmayan agr1 kesiciler ve
adjuvan agri kesiciler bulunmaktadir (Paice ve Ferrell 2011).

2.3.1 Opioidler

Opioid ilag terapisi, 1803 yilinda Serturner tarafindan morfinin izole edilmesi ile
kanser ve cerrahi agr1 tedavisinde temel dayanak noktasi olmustur. Opioidler, dogal
(kodein ve morfin), yar1 sentetik (oksikodon ve hidrokodon) ve tamamen sentetik
(fentanil, metadon ve tramadol) olmak {izere ii¢ biiylik grupta incelenir. Dort farkli
opioid reseptorii (mu, delta, kappa ve nosiseptin), merkezi sinir sisteminde endojen ve
eksojen opioid baglanmasini gerceklestirir. Son 15 yilda, dogrudan (reseptdr
stimiilasyonu) ve dolayli (immiinosiipresif ve endokrin modiilasyon) Yyollardan
opioidlerin tiimor hiicresi biliylimesi iizerine etkilerini arastiran caligmalar hiz
kazanmustir. Agr1 kesici etkilerine ek olarak opioidler, hiicresel immiiniteyi de
azaltmaktadir. Opioidler, basta makrofajlar, nétrofiller, T hiicreler ve Natural Killer
(NK) hiicreler olmak iizere neredeyse tiim immiin sistem hiicrelerini etkilemektedirler.
Morfin, kodein ve fentanil’in her birinin NK hiicre fonksiyonunu baskiladigi
gosterilmistir.

Insanlarda opioid uygulamalar:: Adrenokortikotropik hormon (ACTH),
Kortokotropin salgilatict hormon (CRH) ve kortizol seviyelerini azaltir. Biiyiime
hormonu (GH), prolaktin ve Troid diizenleyici hormon (TSH) salinimini artirirken,
hiperglisemiye neden olmaktadir. Deney hayvanlarinda ise; T hiicre apoptozunu, GH
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ve Prolaktin salmimini artirdigi, TSH saliimini ise azalttigi gosterilmistir (Snyder vd
2010, Vuong vd 2010, Wang vd 2003).

Hiicre kiiltiirii ve deney hayvanlar1 ile yapilan g¢aligmalarin sonuglari ise
opioidlerin timdr biiyiimesini, timdr hiicreleri tizerinde pro-anjiyogenik etki gostererek
artirabilecegini desteklemektedir. Gupta vd (2002) tarafindan yapilan bir ¢aligmada,
meme kanseri olusturulmus farelere, klinikte uygulanan morfin dozunun verilmesinin
tiimor damarlanmasinda artisa ve tlimdriin biiylimesine neden oldugu gosterilmistir.

Lennon ve arkadaslarinin 2012 yilinda yapmis olduklar1 ¢alisma da oldukca
onemlidir. Bu ¢alismada, sentetik opioidlerin anjiyogenez i¢in en 6nemli basamaklardan
birisi olan endotel hiicre migrasyonu (gociinii) ve proliferasyonunu, VEGF sinyal
yolagini tetikleyerek artirdigmi gostermislerdir. Ayrica, ayni calismada, normal
hiicrelere oranla kanser hiicrelerinde opioid reseptorlerinin ekspresyonlarinda bariz bir
artis oldugu da gosterilmistir (Lenon vd 2012).

Diger taraftan, opioidlerin, timdr adezyonunu, migrasyonu ve c¢ogalmasini
azaltigimi gosteren caligmalar da mevcuttur. Morfinin, MMP'leri azalttig1 ve doz bagimli
bir sekilde MMP inhibit6rlerini arttirdigi gosterilmistir. Nitrik oksit sistemi araciliginda
morfin, gogis kanseri hiicre hattt MCF-7 ve 26-L5 kolon kanseri hiicrelerinde MMP-2
ve MMP-9 iiretimini inhibe etmistir. Klinik doz uygulamalarinda morfin, akciger
kanseri ve promiyelositik 16semi hiicre hatlarinda in vitro apoptozu da uyarmustir
(Harimaya vd 2002, Hatsukari vd 2007, Hsiao vd 2009, Gach vd 2011).

2.3.2 Opioid olmayan agn kesiciler

Opioid olmayan ilaglar operasyon sonrasi agri tedavisinde Onemli rol
oynamaktadir. Opioidler oldukg¢a etkili agr1 kesiciler olmalarma ragmen; bulanti,
kusma, solunum depresyonu gibi yan etkilere sahip olmalar1 nedeniyle, alternatif agri
kesicilerin kullanimi 6nemli hale gelmeye devam etmektedir. Opioid olmayan agri
kesiciler, spesifik ve spesifik olmayan agr1 kesiciler olarak iki gruba ayrilabilir. Spesifik
agr1 kesiciler; steroidal olmayan anti-inflamatuar ilaglar (NSAID'ler), parasetamol
(asetaminofen) ve asetilasetik asit gibi ilaglardir. Genellikle, hafif ve orta dereceli agri
tedavisinde yaygin olarak kullanilirlar. Spesifik olmayan agri1 kesiciler ise; NMDA
reseptor antagonistleri, ketamin, a2-reseptor agonistleri, trisiklik antidepresanlar ve
amitriptilin gibi diger ilaglar1 igerir (Dahl ve Raeder 2000).

Parasetamol 19. Yiizyilin sonunda kesfedilen antipiretik bir agr1 kesicidir.
Parasetamol diisiik yiizeydeki yan etkileri ve kanitlanmis agr1 kesici etkinligi nedeniyle,
diinya capinda en yaygin olarak kullanilan ilaglardandir. Parasetamol i¢in endojen
baglanma alanlari heniiz tanimlanmamistir; ancak NSAID'lerin periferik siklooksijenaz
aktivitesi tizerindeki inhibe edici etkisinden yoksun olduklar1 bilinmektedir.

Parasetamol’iin agr1 kesici etkisi igin; “COX-2 aktivitesini inhibe ettigi” ve
“serotoninergik yolak aktivitesini uyararak serotonerjik antinosiseptif sistemi modiile
ettigi” gibi farkli mekanizmalar One siiriilmiigtiir. Ancak tam mekanizma
bilinmemektedir (Pelissier vd 1996, Brune vd 1997, Bonnefont vd 2003, Schwab vd
2003).
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NSAID'ler, orta ila siddetli agriya sahip olan hastalarda, akut ve kronik agrilarin
kontrolii i¢in siklikla kullanilir. Kemik metastazi, safra kesesi ve iiriner spazm agrisi
gibi diisiik opioid hassasiyeti olan bazi agri tiirleri icinde NSAID’ler agri1 kesici
ozellikleri nedeniyle kullanilmaktadir. NSAID’ler karaciger tarafindan hizla emilir ve
metabolize edilir. NSAID'lerin bazi agri tiirleri i¢in parasetamol (asetaminofen)'den
daha etkili oldugu gosterilmistir. Akut agri tedavisi i¢in baslangic dozu opioid ilag
dozlariyla aynidir (Dahl ve Kehlet 1991, Edwards vd 2000).

NSAID'lerin en énemli etki mekanizmasi, prostaglandinlerin (PG) dnciillerinin
sentezinde yer alan enzimler olan siklooksijenaz (COX) enzimlerini inhibe etmektir.
Ayrica, bazi1 NSAID'ler COX'1 inhibe etme yeteneklerinden bagimsiz olan antinosiseptif
etkilere de sahiptir. COX aracili olmayan antinosiseptif etki periferik dokular iizerine de
etki eder. Bunun disinda NSAID'ler antinosiseptif etkilerini merkezi sinir sisteminde,
spinal kord ve periakuduktal gri madde (PAG) tizerinde gosterirler (Vanegas ve
Schaible 2001, Vanegas ve Tortorici 2002, Nikolova vd 2012).

2.3.2.1. Metamizol

Metamizol, analjezik ve antipiretik etkinlige sahip pirazolon tiirevi, steroidal
olmayan anti-inflamatuar bir ilactir. Kimyasal adi sodyum N- (2,3-dimetil-5-okso-1-
fenil-3-pirazolin-4-yl)  -N-metil amino  metansiilfonattir. Molekiiler  formiilii
C13H16N3NaOsS.Na’dir. Metamizol beyaz veya neredeyse beyaza yakin kristal bir toz
halindedir. En fazla suda ¢oziiniir. Ayrica alkolde de ¢6ziiniir. Avrupa Farmakopesi’nde
tek baslik altinda incelenen metamizol, NSAID’ler, narkotik olmayan agri kesici
terapotik grubunda bulunur (Nikolava vd 2012).
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Sekil 2.4. Metamizol sodyumun ag¢ik formiilii.

Farkli aragtirma gruplari, COX'in metamizol ile in vitro ve in vivo inhibisyonunu
ortaya koymustur. Bu bulgulara dayanarak, metamizolun analjezik ve antipiretik
etkilerinin en azmdan kismen COX inhibisyonuna ve dolayisiyla azalmis PGE-:
sentezine bagl oldugu One siiriilmiistiir. Bununla birlikte, metamizoliin analjezik etkisi
ile prostaglandinleri inhibe etme kabiliyeti arasinda herhangi bir ilisgki bulunmadig:
bilinmektedir. Metamizoliin COX-3 izoenziminin bir inhibitdrii olabilecegi ve boylece
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omuriligin dorsal boynuzunda prostaglandin sentezini azalttig1 varsayilmaktadir
(Campos vd 1999, Geisslinger vd 1996, Warner vd 2002, Hinz vd 2007, Pierre vd
2007).

Metamizol’iin etki sekli heniiz agikliga kavusmamustir. Metamizol, analjezik
etkilerini cesitli mekanizmalar ile ortaya koymaktadir. En iyi tanimlanan mekanizmalar,
COX inhibisyonu, ¢evredeki ve omurilikte L-arjinin / NO / siklik guanozin monofosfat
(cGMP) / K* kanal yolaginin gecikmeli aktivasyonu, engelleyici agr1 kontrol sisteminin
aktiflestirilmesi, glutamaterjik sistem ile etkilesim ve endojen opioid peptidlerin
salinmasidir.

Metamizoliin merkezi etkiler1 endojen opioid sistemi ile iliskilendirilmistir
clinkii antinosiseptif etki nalokson tarafindan engellenmistir ve bu ilacin hipofiz ve
hipotalamik B-endorfinlerin salimimini uyarabildigine dair kanitlar vardir. Buna ek
olarak, cerrahiden O6nce metamizol uygulamasinin postoperatif morfin tiiketimini
azalttig1 bildirilmistir (Burian ve Geisslinger 2005, da Silva vd 2008, Ortiz vd 2003
Dogrul vd 2007).

Metamizol’iin gii¢lii antipiretik etkisinin altinda yatan nérokimyasal mekanizma
tam olarak anlasilamamustir. Ancak atesi azaltmak icin hipotalamik 1s1 diizenleyici
merkezde etkili oldugunu ya da merkezi sinir sistemindeki prostaglandin sentezinin
inhibisyonunun (veya prostaglandin E2 olusumundan 6nceki bir basamagin), antipiretik
etkisine katkida bulunabilecegine dair kanitlar vardwr. Ancak, Malvar vd (2011)
metamizoliin antipiretik etkisinin mekanik olarak hipotalamik prostaglandin E:
sentezinin inhibisyonuyla baglantili olmadigmi gostermistir.

Metamizol zayif anti-inflamatuvar etkinlige sahiptir. Kronik inflamasyon modeli
ile yapilan bir ¢alismada metamizol, indometasin ve deksametazonun analjezik ve
antienflamatuvar etkileri incelendiginde; metamizoliin, analjezik olarak daha giiclii
oldugu gosterilmisken, indometasin ve deksametazonun da belirgin bir anti-inflamatuar
etki ortaya ¢ikarilmistir. Metamizoliin anti-inflamatuar aktivitesi, iltihapli dokular gibi
peroksit bakimindan yiiksek ortamlarda COX’in diisiik afinitesinden dolay1 zayiftir
(Nikolova vd 2012).

2.4. NSAID’ler ve Kanser

Kanser progresyonunda ana mediatorler olan COX-2 ve PGE; {izerindeki etkileri
nedeniyle NSAID'lerin giiglii ve potansiyel bir anti kanser etkisi vardir. COX-2
inhibisyonuna baglh olarak PGE; {iretiminin inhibisyonu, kanser hiicresinin ¢ogalmasi
ve hayatta kalma {izerinde dogrudan bir etkiye sahip olabilir. NSAID'lerin
prostaglandin, siklooksijenaz (COX-1 ve COX-2) prototipik hedeflerinin {iretimini
kontrol eden anahtar enzimler siklikla kanser ilerlemesinde asir1 eksprese edilir veya
diizensizlesir. COX-2 ekspresyonu, kemik iligi metastazi da dahil olmak iizere metastaz
stirecinin birgok yoniiyle iligskilendirilmistir (Singh vd 2007, Singh vd 2011). Gogiis
kanserinin fare modellerinde, COX-2'nin osteoklastogenesis (Interlokin-11 yoluyla) ile
iliskili oldugu gosterilmistir. Ayrica COX-2, programl hiicre 6liimiiniin bir tiiri olan
anoiki’teye direng ve ayni zamanda kemoterapdtik ajanlara (doksorubisin dahil) karsi
direng de dahil olmak iizere, hiicre sikliisii regiilasyonunda genomik instabilite ve
degisikliklere yol agan artmis tiimoér varligi ve klonojenisite ile iliskilendirilmistir.
Bununla birlikte COX-2 kanser hiicre gogiiyle de iligskilendirilmistir. Karnezis vd (2012)
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yaptig1 caligmada lenfatik damarlanma yoluyla metastatik yayilimin kontroliinde
lenfanjiyojenik biliylime faktorii sinyali ile prostaglandin yolaklarmin kesisimini
onermektedir (Singh vd 2006, Hussain vd 2012, Forget vd 2013).

COX-2 ifadesi ile kanser niiksii ve hayatta kalma arasindaki iligki birgok kanser
tipinde incelenmistir. COX-2 ekspresyonu, artmis kanser niiksii ile iligkilidir Lee vd
(2013) yumurtalik kanseri hastalariyla ilgili yapmis olduklar1 bir meta-analizde artmus
COX-2 ekspresyonunun genel sagkalimda bagimsiz bir risk faktorii olabilecegini one
stirmiiglerdir (Al-Maghrabi vd 2012, Ke vd 2012, Brand vd 2013, Chen vd 2013).

Agrinm ortaya ¢ikisindaki 6nemli belirtilerden olan periferik sensitizasyonun, ilk
yaralanma aninda basladigi bilinmektedir. Hasarm bulundugu bdlgede serbest
birakilirlar. Boylece hem nosiseptorii daha fazla uyarir hem de yarali bdlgenin
hassasiyetini  artirirlar.  Nosiseptorler; arterlerin  genislemesi, mast hiicresi
degraniilasyonu ve artis1 gibi islevlerin disinda agri iletiminden birinci derecede
sorumlu olan substance P’yi serbest birakir (Bang vd 2003, Russo 2001).

Subtance P peptit karakterdeki hormonlarin bir ailesi olan Takikininler’in
pargalanmasi sonucu agiga ¢ikan bir maddedir. Subtance P, norokinin-1 (NK-1)
reseptoriine yiiksek bir afinite ile baglanir. SP-NK-1 reseptor baglanmasi, hiicresel
uyarilabilirlik ve hiicre fonksiyonunun diizenlenmesinde ¢esitli efektér mekanizmalari
tetikleyen ikincil haberciler (adenilat siklaz uyarimi yoluyla cAMP birikimi, fosfolipaz
Clfosfatidil inositol yolu ile kalsiyum mobilizasyonu, fosfolipaz A2 yoluyla arasidonik
asit mobilizasyonu) iretebilir. Substance P, sitoplazmada ve tiimor hiicrelerinin
¢ekirdeginde tespit edilmistir. Bu nedenle, tiimor hiicrelerinin ¢ekirdeginde Substance
P'nin yiiksek olmasi, peptid’in tiimor hiicrelerinin niikleer aktivitesini diizenleyebilecegi
anlamina gelir ve aslinda SP'nin bu hiicrelerdeki mitojeniteyi diizenledigi bilinmektedir
(Munoz vd 2010, Munoz vd 2011).

NK-1 reseptorii, insan kanser hiicre hatlar1 ve / veya primer tiimérlerde (6rn.,
glioma, astrositom, retinoblastoma, gangliyondroblastom, lésemi, noroblastom,
karsinomalarda) gosterilmistir. Bunun yaninda, arastirilan tiimérlerin ¢ogunda NK-1
reseptorleri, intra-ve peri-timéral kan damarlarinda bulunmustur. Bu NK-1
reseptoriiniin anjiyojenez ile iliskisi agisindan olduk¢a dnemlidir. NK-1 reseptorlerinin
glioblastoma, gogiis kanseri, retinoblastoma, larinks, pankreas, gastrik ve kolon
karsinoma hiicrelerinde asir1 eksprese edildigi bilinmektedir (Hennig vd 1995. Esteban
vd 2009).

Son yillarda, noro-immiin mekanizmalarin (6zellikle SP / NK1 reseptor yolagi)
lokal tiimor gelisiminde, karsinogenezde ve uzak metastazda 6nemli bir rol oynadigi
kabul edilmistir. SP'nin norojenik inflamasyonda, yerel enflamatuar yanitlar1 ve
anjiyogenezi 6nemli derecede indiikledigi bilinmektedir (Simsek vd 2011, Grimsholm
vd 2008). Timor gelisiminin en belirgin 6zelliklerinden biri olan neoanjiyogenez SP
tarafindan uyarilir. incelenen ¢ogu tiimérde hem SP hem de NK-1 reseptorleri intra-ve
peri-timoral kan damarlarinda bulunur, aslinda neoanjiyogenez sirasinda doku
innervasyonu ve NK-1 reseptorlerinin ekspresyonu artar (Ziche vd 1990, Munoz vd
2011).
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Hem agr iletiminde oynadigi énemli rol hem de anjiyonenik bir faktér olma
ozelliklerinden dolayr SP, Metamizol’lin potansiyel anjiyogenik etkisini belirlemek
lizere, tez kapsaminda incelemek i¢in belirledigimiz faktorlerden birincisidir. Bu
nedenle, ¢alismamizda, Metamizol’lin tiimor hiicrelerinden salinan P maddesi miktar1
iizerine olasi etkileri aragtirilmstir.

Anjiyogenez terimi ilk kez 1971°de Judahh Folkman tarafindan ortaya atilmistur.
Timor biiylimesinde anjiogenezin onemi ise ilk kez yine Folkman tarafindan hipotez
edilmistir. Folkman’a gore timor sinirli kaynaklara sahiptir ve kanser hiicreleri bu
kaynaklar1 kullanabilmek i¢in bu smirli kaynaga ulagmak admna birbirleriyle savagirlar.
Timor igerisinde artan basing da besin ve oksijenin diflizyonuna engel olur. Bu
kosullar, timdr hiicrelerini, var olan damarlardan yenilerini olusturmasi i¢in uyarir.

Olusturulan bu damar ag1 sayesinde, tiimor hiicreleri yasama ve ¢ogalmalari i¢in
gerekli besin ve oksijene ulagsmis olurlar. Tiimorler ancak anjiyogenik salteri agmak
suretiyle anjiyogenik bir fenotip kazanabilirler. Anjiyogenik salter ise pro- ve anti-
anjiyogenik faktorler arasindaki denge ile kontrol edilir. Bu baglamda, kanser, metastaz
ve kanserin niiksii arasindaki baglantida en 6nemli yolak anjiyogenezdir.

Bu faktorlerden en 6nemlisi vaskiiler endotel biiylime faktoriidiir (VEGF).VEGF
kanser hiicrelerinden salinan en énemli pro-anjiyogenik faktordiir. VEGF, hizli ve tam
bir anjiyogenik yanitin olusumunu indiikleyen, endotel hiicreler i¢in potansiyel ve secici
bir mitojendir. Insanda en baskm form VEGF-A’dir. VEGF-A, grup icerisinde en ¢ok
calisilan ve tiimoriin tetikledigi anjiyogenez ile en cok iliskilendirilen tiyedir. VEGF
ailesi tiyelerinin ve bunlarm reseptorlerinin anjiyogenezde merkezi ve dnemli bir role
sahip olduklar1 uzun zamandir bilinmektedir. VEGF birka¢ normal hiicre tipi tarafindan
iiretilip salinsa da tiimor hiicrelerinde VEGF ekspresyonunun bariz sekilde arttigi
gosterilmistir. VEGF bilinen en iyi pro-anjiyogenik biiylime faktoriidiir ve neoplastik
anjiyogenezdeki en Onemli faktér oldugu diisiiniilmektedir. Timorin tetikledigi
anjiyogenez, hem tiimor hiicrelerinden hem de tiimor stromasindaki hiicreler tarafindan
sentezlenen VEGF nin ekspresyonunun artisi ile iliskilendirilmistir (Jain 1987, Radisky
vd 2001, Bouis vd 2006, Mravec vd 2008).

Ekstraseliiler matriks (ECM)’1 pargalayan enzimler uzun zamandan beri timor
progresyonu i¢in gerekli gOriilmiistiir. Timor hiicreleri, timori ¢evreleyen matriks
engellerini yok eden enzimleri tiretirler; bu enzimler bag dokular1 i¢ine kan damarlarina
girisi ¢ikis1 ve uzak organlara metastaz yapmaya izin verir. Matriks metalloproteinazlar
(MMP) bu faaliyetler igin baslica adaydir ¢iinki MMP aile iiyeleri, ECM'nin tim
yapisal bilesenlerini topluca pargalamaktadir. Tiimorle iliskilendirilen en 6nemli liyesi
MMP-9’dur. MMP-9 bazal membran tip 1V kollajeni pargalar. Hem in vitro hem de in
Vivo tiimor biylimesinde ekspresyonlarinin arttigi bilinmektedir. Bununla birlikte,
MMP-9’un miktarmnin artmasi pek ¢ok tiimorle iliskilendirilmistir ve kanserin invazyon
ve metastazi ile korelasyon gostermektedir. MMP’ler tiimor hiicresinin invazyon ve
migrasyonun belirleyicileridir. Bening tiimorlerle karsilastirildiginda  malignant
tiimorlerde MMP ekspresyonlarinin arttigi bilinmektedir. Bununla birlikte MMP-9
timor biliylimesi, invazyonu ve metastazi ile yakindan iliskilendirilmis en Onemli
MMP’lerden birisidir (Cox vd 2000, Kast ve Halatsch 2012).
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Bu nedenlerle, Metamizol’iin anjiyogenik etkisini belirlemek i¢in segtigimiz
diger iki faktor de VEGF ve MMP-9’dur. Tez calismamizda, Metamizol’in timor
hiicrelerinden salinan VEGF ve MMP-9 miktarlar1 lizerine bir etkisi olup olmadig1 da
arastirilmigtir.

Glioblastoma, beyin tiimorlerinin en 6ldiiriicii olanidir ve merkezi sinir sistemi
kanserlerinin en sik rastlanilan formudur. Yasam siiresi olduk¢a kisa olan (<12 ay)
Glioblastoma, klasik kemoterapi ve radyoterapi tedavilerine oldukga direnglidir. Fakli
organlara metastaz1 nadir olmakla birlikte, niiks oranit olduk¢a yiiksektir. Bununla
birlikte, Glioblastoma damarlanmasi en fazla olan tumorlerden birisidir. TUmorin
damarlanmasi, diigiik oksijen difiizyonu, kan-beyin bariyerinin bozulmast, nitrik oksitin
diistik gegirgenligi ve oksijen perflizyonunu engelleyen genel nekroz gibi nedenlere
baglidir (Bar vd 2007). Glioblastomada da goriilen giiglii kan damarlarinmn olusumunda,
tiimoriin ¢ekirdeginde hipoksi olusumuna bagli olarak goriilen endotel hiicre cogalmasi
ile daha Once var olan damarlardan kapillerin olusumu da rol oynamaktadir. Bu
baglamda, damarlasmaya yani anjiyogeneze neden olan faktorlerin salinimi da biiyiik
onem arz etmektedir (Das ve Marsden 2013). Bu nedenle Metamizol’iin kanser
hiicrelerinden salinan pro-anjiyogenik faktdrler iizerine etkilerini arastirmak igin Insan
Glioblastoma hiicre hatt1 U-87 MG rol-model olarak se¢ilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Hiicreler ve Kiiltiir Kosullar

Tez calismas1 kapsamindaki tiim deneylerde ATCC’den temin edilen Insan
Glioblastoma hiicre hatti U-87 MG (ATCC HTB-14) kullanildi. Hiicreler, %10 FBS ve
%2 glutamin ile desteklenmis DMEM (ATCC Kat No: 30-2006) besiyerinde
cogaltilarak, %5 CO2’li etiivde 37°C’de inkiibe edildi. ATCC’nin Onerdigi sekilde
hiicrelerin tripsinazyonu i¢in %0,25 tripsin, %0,03 EDTA karisim1 kullanildi. Hiicre
yogunluguna bagli olarak pasajlama orani 1:2 veya 1:3 olarak belirlendi. Hiicreler %95
besiyeri ve %5 DMSO igeren “dondurma” besiyeri igerisinde kisa siireli olarak -80 °C
derin dondurucuda uzun vadede siv1 azot tanklar1 i¢erisinde saklandi.

3.2. Besiyerlerinin Hazirlanmasi
3.2.1. %10’luk FBS iceren DMEM besiyerinin hazirlanmasi

%10°luk FBS iceren DMEM besiyeri hazirlamak igin 500 mL’lik besiyeri
icerisine 50 mL FBS (Fetal Sigir Serum), 5 mL esansiyel olmayan amino asit
soliisyonu, 10 mL L-Glutamin, 2,5 mL sodyum piruvat ve 1 mL antibiyotik ¢ozeltisi

ilave edilerek iyice karismasi saglandi. Uzerine o giiniin tarihi yazilarak +4°C’ye
kaldirild.

3.2.2. %1’lik FBS iceren DMEM besiyerinin hazirlanmasi

%1°‘lik FBS iceren DMEM besiyeri hazirlamak i¢in 500 mL’lik besiyeri
icerisine 5 mL FBS (Fetal Sigir Serum), 5 mL esansiyel olmayan amino asit soliisyonu,
10 mL L-Glutamin, 2,5 mL sodyum piruvat ve 1 mL antibiyotik ¢ozeltisi ilave edilerek
iyice karismasi saglandi. Uzerine o giiniin tarihi yazilarak +4°C’ye kaldirildu.

3.2.3. Dondurma besiyerinin hazirlanmasi

Dondurma besiyeri i¢in 97,5 mL FBS’nin i¢ine 2,5 mL DMSO (Dimetil
stilfoksit) sivis1 eklenerek karistirildi ve +4°C’de muhafaza edildi.

3.3. Novalgin’in Hazirlanmasi

Novalgin ticari olarak metamizol sodyum seklinde enjeksiyona hazir formda
satilmaktadir. Ilag icerigi; metamizol sodyum (1000 mg/2 mL) ve sudan olusmaktadir.
Ilacin tek seferde enjekte edilen dozu 500 mg/mL’dir. Novalgin, ilacin besiyerindeki
proteinlerle etkilesimini en aza indirebilmek igin %1 serum igeren besi yerinde, en
yiiksek dozu 1000 pg/mL olacak sekilde, her seferinde 2 kez seyreltme yapilarak seri
diliisyon halinde hazirland1 ve hemen hiicrelere uyguland.
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3.4. Hiicrelerin Deneyler I¢cin Béliinmesi
3.4.1. Hiicrelerin tripsinasyonu

Petri kabini en az %70 oraninda dolduran hiicreler, hiicre kiltiirii kabinine alinda.
Burada petri kaplarindaki besiyeri pipetor ile ¢ekilerek atildi. %0,25 tripsin, %0,03
EDTA karigimindan biiyiik petriler (150x25 mm) i¢cin 4 mL kiigiik petriler (100x20
mm) i¢in 2 mL eklendi. Mikroskop ile kontrol edilerek tiim hiicrelerin kalkmalar1
beklendi. Kalkan hiicreler %10’luk FBS iceren DMEM besiyeri ile falkon tiiplere
aktarildi ve 1000 rpm’de 5 dakika santrifij edildi. Santrifiij sonrasi iist kisimdaki
siipernatan atildi. Dipte kalan hiicre peleti diger islemler i¢in kullanild:.

3.4.2. Hiicrelerin proliferasyon deneyleri i¢in 96-Kuyucuklu Plate’lere boliinmesi

Tripsinasyon islemi ile santrifiij sonras1 falkon tiipte elde edilen hiicreler iizerine
10 mL %]10’luk FBS iceren DMEM besiyeri eklenerek iyice karigsmasi saglandi. Daha
sonra ependorf tiipiin igerisine 900 uL %10’luk DMEM besiyeri, 100 uL de igerisinde
hiicre bulunan besiyerinden eklenerek 10 kat sulandirildi. Bu hiicre karigimi Thoma
laminda sayildi. Dort tane 16 karenin bulundugu Thoma laminda bu alanlardaki
hiicrelerin sayismmn ortalamasi alidi. Bu ortalama deger sulandirma katsayis1 ve 10 ile
carpilarak mL’deki hiicre sayisi elde edildi. Hiicreler 96 kuyucuklu plaklara her
kuyucuk basma 5x10° hiicre olacak sekilde boliindii.

3.4.3 Hiicrelerin ELIZA deneyleri icin 6-Kuyucuklu Plate’lere boliinmesi

Tripsinasyon islemi ile santrifiij sonrasi falkon tiipte elde edilen hiicreler iizerine
10 mL %10’luk FBS iceren DMEM besiyeri eklenerek iyice karigsmasi saglandi. Daha
sonra ependorf tiiplin igerine 900 puL %10’luk DMEM besiyeri, 100 puL de igerisinde
hiicre bulunan besiyerinden eklenerek 10 kat sulandirildi. Bu hiicre karisimi Thoma
laminda sayildi. Dort tane 16 karenin bulundugu Thoma laminda bu alanlardaki
hiicrelerin sayismin ortalamasi alindi. Bu ortalama deger sulandirma katsayis1 ve 10* ile
carpilarak mL’deki hiicre sayisi1 elde edildi. Hiicreler 6 kuyucuklu plaklara her kuyucuk
basina 2x10° hiicre olacak sekilde bdliindii.

3.5 Novalgin’in Kanser Hiicrelerinin Proliferasyonu Uzerine Etkileri
3.5.1. Ila¢ uygulamalan

Novalgin’in kanser hiicre hatlar1 {izerindeki etkilerini inceleyen in vitro bir
calisma olmadig1 icin, U-87 MG hiicrelerinin proliferasyonlar1 iizerine etkisini
belirlemek amaci ile Oncelikle bir doz taramasi yapildi. Bu amagla, hiicreler 5.000
hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu steril plaklara boliindii ve yapismalari i¢in
24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelerin besiyerleri ¢ekilerek her bir
kuyucuga farkli konsantrasyonlardaki (1000-100-50-25-12,5-10-1-0,1 pg/mL) Novalgin
100ul/kuyucuk olacak sekilde uygulandi.
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3.5.2 Deneylerin sonlandirilmasi

Novalgin’in kanser hiicrelerinin biiylimesini tizerine etkisi olup olmadig: Cell
Counting Kit-8 (Dojindo, Kat. No: CKO04-11) kullanilarak belirlendi. Dojindo'nun
yiiksek oranda suda ¢oziinen tetrazolyum tuzu, WST-8 [2-(2-methoxy-4-nitrophenyl)-3-
(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium,  monosodyum tuzu] canli
hiicrelerdeki dehidrogenaz aktiviteleriyle rediiklenerek sar1 renkli formazana doniisiir.
Test sonucu ortaya ¢ikan renk yasayan hiicre sayisi ile dogru orantilidir.

Ila¢ uygulamasmm hemen arkasmdan, baslangigtaki hiicre sayisini belirlemek
icin baglangic zamani (Time Zero (T0)) okumasi yapildi. Bunun i¢in TO olarak
belirlenen kuyucuklardaki besi yeri c¢ekilerek yerine 90 pl serum icermeyen besi yeri
koyuldu ve igerisine kit igerisindeki WST-8 soliisyonun‘dan 10 ul eklendi. 4 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda plate kapagi agilmadan absorbans degerleri Eliza Kit
okuyucuda 450 nm’de okundu. Bu okumanin ardindan hiicreler 24, 48 ve 72 saatlik
periyotlarda inkiibe edildi. Her bir inkiibasyon siiresi sonunda deneyler TO
okumasindaki gibi sonlandirildi. Her biri kendi i¢inde 8 tekrarli olmak tizere birbirinden
bagimsiz 4 farkli deney sonucu Instad 4.0 istatistik programinda tek yonli ANOVA
Testi ve Dunnett Testi ile degerlendirilip, kontrol grubu (ila¢ uygulanmamis grup) ile
karsilastirilarak yorumlandi.

3.6. Hiicrelerden Besiyerine Salinan Pro-Anjiyogenik Faktorlerin Miktarinin
Belirlenmesi

3.6.1 ila¢ uygulamalan

Pro-anjiyogenik faktorler iizerine Novalgin’in etkisinin belirlenebilmesi igin,
WST-8 testi sonuglarina gore proliferasyonun inhibe edildigi en yiiksek doz (1000
ug/mL) ve proliferasyonun inhibe edilmedigi en yiiksek 3 doz (25-12,5-1 ug/mL)
secildi.

Hiicreler 200000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde 6-kuyucuklu plaklara béliindii ve
yapigsmalar1 i¢in 24 saat inkiibe edildi. Hiicreler yapistiktan sonra belirlenen dozlar
(1000; 25; 12,5; ve 1 pg/ml) 2ml/kuyucuk olacak sekilde hiicrelere uygulandi ve 24 ile
48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siireleri sonunda besi yerleri toplanarak Kit
prosediirlerine uygun sekilde ¢alisildi.

3.6.2. U-87 MG hiicrelerinden besiyerine salinan Substance P miktarinin
belirlenmesi

U-87 MG glioblastoma hiicrelerinden besiyerin salman Substance P miktarlari,
24 ve 48 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda Substance P EIA Kit (Cayman Chemical
Kat. No: 583751) kullanilarak belirlenmistir. Bu kit i¢cerisinde bulunan fare monoklonal
anti-tavsan IgG antikoru kapli 96 kuyucuklu plakalara her 6rnekten 50 pl eklendi.
Orneklerin iizerine 50 ul belirteg (Substance P’ye bagli asetilkolinesteraz) 50 pl
antiserum (Substance P’ye 06zel antiserum) eklenerek plakanin {izeri kapatildi ve +4
°C’de 1 gece inkiibe edildi. Biitiin kuyucuklara, 1:400 oraninda ultra saf su ile
seyreltilen ve icinde viskoz bir sivi Polisorbat 20 (0,5mL/L) igeren yikama
tamponundan her kuyucuga 200 pL koyulup calkalanarak bes kez yikandi. Sonra her
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kuyucugun tizerine, kit igerisindeki Elman solusyonundan 200 pL eklenerek plaka’nin
iizeri kapatild1 ve 2 saat karanhik ortamda calkalayici ile inkiibe edildi. Orneklere ait
absorbans degerleri eliza kit okuyucuda 420 nm dalga boyunda okundu.

3.6.3. U-87 MG hiicrelerinden besiyerine sahman VEGF miktarimin belirlenmesi

U-87 MG glioblastoma hiicrelerinden besiyerin salinan VEGF miktarlari, 24 ve
48 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda VEGF Human ELISA Kit ( BosterBio, Kat. No:
EKO0539) kullanilarak belirlenmistir. Bu Kit, hiicre kiiltiiri siipernatanlarinda dogal ve
rekombinant insan VEGF’nin kantitatif olarak belirlenmesini saglamaktadir. Kit
icerisinde VEGF’e 6zel monoklonal antikor ile kaplanmis 96 kuyucuklu plaklar
bulunmaktadir. Belirlenen dozlarda Novalgin uygulamas1 yapilan deney gruplarindan
(25-12,5-1 pg/mL) ve kontrol gruplarindan 100’er pL alinarak bu kuyucuklara eklendi.
37°C’de 90 dakika inkiibe edildi. Orneklerin bulundugu igerik atildiktan sonra her bir
kuyucuga 100 pL biotinlenmis VEGF antikoru ilave edildi. 37°C’de 60 dakika inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonras1 her bir kuyucuk 300 pL PBS (Fosfat Tampon Tuzu) ile ii¢
kez yikandi. Her bir kuyucuga Avidin-Biotin-Peroksidaz soliisyonu 100 uL eklenerek
37°C’de 30 dakika inkiibasyona birakildi. Daha sonra her bir kuyucuk 300 uL PBS ile
bes kez yikandi. Ardindan 90 uLL TMB (3,3',5,5-Tetramethylbenzidine) renk degistiren
ajan eklenerek 37°C’de 20 dakika karanlik ortamda inkiibe edildi. Siire sonunda
kuyucuklara baglanan VEGF’in miktarina baglh olarak mavi renk olusumu gézlendi.
Durdurma soliisyonu (Siilfurik asit; H2SO4) eklendiginde reaksiyona bagli olarak
maviden sartya renk degisimi gézlendi. Orneklerdeki VEGF miktarlarina ait absorbans
degerleri elisa kit okuyucuda 450 nm’de okundu.

3.6.4. U-87 MG hiicrelerinden besiyerine salinan MMP-9 miktarinin belirlenmesi

U-87 MG glioblastoma hiicrelerinden besiyerin salinan MMP-9 miktarlari, 24 ve
48 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda Human MMP-9 ELISA Kit (BioLegennd Kat.
No: 440707) kullanilarak belirlenmistir. Bu kit hiicre kiiltiiri siipernatanlarinda MMP-
9’un hem pro hem de aktif formunun kantitatif olarak belirlenmesini saglamaktadir. Kit
icerisinde MMP-9’a 6zel monoklonal antikor ile kaplanmis 96 kuyucuklu plate vardir.
Deneye baslamadan 6nce her bir kuyucuk dort kez 300 L 1x yikama tamponu (Tween
20 ve PBS karisimi) ile yikandi. Deney ve kontrol gruplarini igerecek her bir kuyucuga
50 uL Test Tamponu B eklendi. Belirlenen dozlarda Novalgin uygulamasi yapilan
deney gruplarindan (25-12,5-1 pg/mL) ve kontrol gruplarindan 50’ser puL almarak bu
kuyucuklara eklendi. Iki saat oda sicakliginda 200 rpm’de calkalayicida inkiibe edildi.
Her bir kuyucuk dort kez 300 pL 1x yikama tamponu ile yikandi. Daha sonra her
kuyucuga 100 pL insan MMP-9 Antikoru iizerlerine ilave edildi. Bir saat oda
sicakliginda calkalayici ile inkiibasyona birakildi. Her bir kuyucuk dort kez 300 puL 1x
yikama tamponu ile yikandi. Her kuyucuga 100 pL Avidin-HRP A (Avidin Yabanturpu
Peroksidaz A) soliisyonu eklendi ve 30 dakika oda sicakliginda g¢alkalayici ile inkiibe
edildi. Her bir kuyucuk bes kez 300 pL 1x yikama tamponu ile yikandi. Her bir
kuyucuga 100 uL Substrat F (yiiksek hassasiyetli TMB) soliisyonunun eklenerek 10
dakika oda sicakligi ve karanlikta inkiibe edildi. Sonrasinda kuyucuklara baglanan
MMP-9’un miktarma bagli olarak mavi renk olusumu gézlendi. Her kuyucuga 100 puL
durdurma soliisyonu eklenerek reaksiyon durduruldu ve renk maviden sariya dondi.
Orneklere ait absorbans degerleri Eliza kit okuyucuda 450 nm’de okundu.
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3.7. istatiksel Analizler

Calismadan elde edilen veriler kullanilarak grup i¢i degerlendirmeler igin
Dunnett's Multiple Comparison post-test, gruplar arasi degisimlerin degerlendirilmesi
icin ise Tukey-Kramer multiple comparison test, the Student's paired t-test ve ANOVA
testleri kullanildi1 (p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi). Elde edilen sonuglar
Sigma Plot 10.0 (SPSS Inc., USA) programi ile grafiklendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Metamizol’iin U-87 MG Hiicre Hatti Uzerine Gosterdigi Sitotoksik ve
Proliferatif Etkiler

Kendi igerisinde sekiz tekrar ve birbirinden bagimsiz dort deney seti halinde
gerceklestirilen basglangig doz tarama c¢alismalarinda, metamizol U-87 MG hiicreleri
iizerine her bir inkiibasyon siiresi i¢in farkli dozlarda sitotoksik ve proliferatif etkiler
gosterdi. 1000 pg/mL ve 100 pg/mL metamizol uygulamasi 24, 48, 72 saatlik
inkiibasyon siireleri sonunda U-87 MG hiicreleri iizerinde sitotoksik bir etki gdstermistir
(**, p<0.01). 1 pg/mL, 12,5 pg/mL ve 25 pg/mL metamizol uygulamasi ise 24 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda U-87 MG hiicre profilerasyonu artirici bir etki géstermistir
(**, p<0.01). 10 pg/mL, 12,5 pg/mL, 25 pg/mL ve 50 pg/mL metamizol uygulanan
hiicrelerde 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda proliferasyon istatistiksel
a¢idan anlaml bir sekilde artmistir (**, p<0.01; *, p<0.05). Metamizol’in, farkli
dozlarda ti¢ inkiibasyon siiresi sonunda U-87 MG hiicreleri tizerindeki etkileri asagidaki
grafiklerde sunulmustur (Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6,
Sekil 4.7, Sekil 4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12).

450 nm Optik Dansite'deki Degisim

Y

Kontrol X\

Baslangi¢

Metamizol

Sulandirma 1000 ug/mL-0,1ug/mL
ikinci Sulandirma100 ug/mL-12,5ug/mL (yar yariya)

Sekil 4.1. Metamizol’lin 1. Set 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, U-87 MG hiicre
viabilitesindeki degisiklige etkisi (**, p<0.01; *, p<0.05 kontrole kiyasla).
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BULGULAR
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Metamizol

. Sulandirma 1000 ug/mL-0,Tug/mL
Ikinci Sulandirma100 ug/mL-12,5ug/mL (yar yariya)

Sekil 4.2. Metamizol’iin 2. Set 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, U-87 MG hiicre

viabilitesindeki degisiklige etkisi (**, p<0.01; *, p<0.05 kontrole kiyasla).
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Metamizol

. Sulandirma 1000 ug/mL-0,1Tug/mL
Ikinci Sulandirma100 ug/mL-12,5ug/mL (yari yariya)

Sekil 4.3. Metamizol’iin 3. Set 24 saatlik inkiibasyon stiresi sonunda, U-87 MG hiicre

viabilitesindeki degisiklige etkisi (**, p<0.01; *, p<0.05 kontrole kiyasla).
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Metamizol

Sulandirma 1000 ug/mL-0,Tug/mL
ikinci Sulandirma100 ug/mL-12,5ug/mL (yar yariya)

Sekil 4.4. Metamizol’iin 4. Set 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, U-87 MG hiicre

viabilitesindeki degisiklige etkisi (**, p<0.01; *, p<0.05 kontrole kiyasla).
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Metamizol
) Sulandirma 1000 ug/mL-0,Tug/mL
Ikinci Sulandirma100 ug/mL-12,5ug/mL (yari yariya)

Sekil 4.5. Metamizol’iin 1. Set 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, U-87 MG hiicre

viabilitesindeki degisiklige etkisi (**, p<0.01; *, p<0.05 kontrole kiyasla).
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Metamizol
: Sulandirma 1000 ug/mL-0,Tug/mL
Ikinci Sulandirma100 ug/mL-12,5ug/mL (yar yariya)

Sekil 4.6. Metamizol’iin 2. Set 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, U-87 MG hiicre

viabilitesindeki degisiklige etkisi (**, p<0.01; *, p<0.05 kontrole kiyasla).
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Metamizol

. Sulandirma 1000 ug/mL-0,Tug/mL
Ikinci Sulandirma100 ug/mL-12,5ug/mL (yan yariya)

Sekil 4.7. Metamizol’iin 3. Set 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, U-87 MG hiicre
viabilitesindeki degisiklige etkisi (**, p<0.01; *, p<0.05 kontrole kiyasla).
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ikinci Sulandirma100 ug/mL-12,5ug/mL (yari yariya)

Metamizol
Sulandirma 1000 ug/mL-0,Tug/mL

Sekil 4.8. Metamizol’iin 4. Set 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, U-87 MG hiicre
viabilitesindeki degisiklige etkisi (**, p<0.01; *, p<0.05 kontrole kiyasla).
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Metamizol
) Sulandirma 1000 ug/mL-0,Tug/mL
Ikinci Sulandirma100 ug/mL-12,5ug/mL (yari yariya)

Sekil 4.9. Metamizol’iin 1. Set 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, U-87 MG hiicre
viabilitesindeki degisiklige etkisi (**, p<0.01; *, p<0.05 kontrole kiyasla).
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Metamizol
. Sulandirma 1000 ug/mL-0,Tug/mL
Ikinci Sulandirma100 ug/mL-12,5ug/mL (yari yariya)

Sekil 4.10. Metamizol’lin 2. Set 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, U-87 MG hiicre

iklige etkisi (**, p<0.01; *, p<0.05 kontrole kiyasla).
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Metamizol

i} Sulandirma 1000 ug/mL-0,Tug/mL
Ikinci Sulandirma100 ug/mL-12,5ug/mL (yan yariya)

Sekil 4.11. Metamizol’lin 3. Set 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, U-87 MG hiicre

viabilitesindeki degisiklige etkisi (**, p<0.01; *, p<0.05 kontrole kiyasla).

26



BULGULAR Orhan KOCAK

4_
"

£
> 3
)g Feke
(=]
=
2 7z
=
2 2
I
= Z
=3
o Z
= Z
[ =~ 1_
[~
w0
-r

/

] ©n =3 RS i " " |
> = EEEEE
= = S >
Kid =) =
< = =
om S

Metamizol
. Sulandirma 1000 ug/mL-0,Tug/mL
Ikinci Sulandirma100 ug/mL-12,5ug/mL (yarn yariya)

Sekil 4.12. Metamizol’lin 4. Set 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, U-87 MG hiicre
viabilitesindeki degisiklige etkisi (**, p<0.01; *, p<0.05 kontrole kiyasla).

Deney sonuglarina gore, metamizol’in 1 pg/mL, 12,5 pg/mL ve 25 pg/mL
konsantrasyonlarinda U-87 MG hiicre hatt1 lizerine zaman bagh olarak proliferatif etki
gosterdigi belirlenmistir. Bu nedenle metamizol’iin 1 ug/mL, 12,5 pg/mL ve 25 ug/mL
konsantrasyonlari i¢in Subtance P, MMP-9 ve VEGF elisa kitlerinin ¢alisilmasima karar
verilmistir.

4.2. Metamizol’iin U-87 MG Hiicrelerinden Salinan Substance P Miktar1 Uzerine
Etkisi

24 saat inkiibasyon siiresi sonunda, 25 pg/mL metamizol uygulanan U-87 MG
hiicrelerinde Substance P miktarinda 1.00 kat artis gozlenirken, 1 ug/mL metamizol
uygulanan U-87 MG hiicre hattinda 1.03 kat artis gézlendi. (p > 0.05). 12,5 ug/mL
metamizol uygulamasmm U-87 MG hiicrelerinden salinan Substance P miktari iizerine
bir etkisi yoktur. Benzer sekilde, 25 pg/mL ve 1 pug/mL metamizol uygulamasi 24
saatlik inkiibasyon siiresi sonunda U-87 MG hiicrelerinden salinan Substance P miktari
iizerinde istatiksel anlamda 6nemli bir etki gdstermemistir.

48 saat inkiibasyon siiresi sonunda da 25 pug/mL, 12,5 pg/mL ve 1 pg/mL
metamizol uygulanan U-87 MG hiicrelerinde besiyerine salinan Substance P miktarinda
istatiksel anlamda 6nemli bir degisiklik goriilmemistir. Sonuglar Sekil 4.13 ve Sekil
4.14°de sunulmustur.
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Sekil 4.13. 24 saat inkiibasyon sonunda 25 pg/mL, 12,5 pug/mL ve 1 pg/mL
metamizol’in U-87 MG hiicrelerinden salinan Substance P miktar1
uzerine etkisi.

11

Sekil 4.14. 48 saat inkiibasyon sonunda 25 pg/mL, 12,5 pg/mL ve 1 pg/mL
metamizol’tiin U-87 MG hiicrelerinde salinan Substance P miktar1 tizerine
etkisi.
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4.3. Metamizol’iin U-87 MG Hiicrelerinden Salinan VEGF Miktar1 Uzerindeki
Etkisi

24 saat inkiibasyon siiresi sonunda 25 pg/mL metamizol uygulanan U-87 MG
hiicre hattinda, VEGF miktarinda 1.68 kat artig gozlenirken (p > 0.05), 12,5 pg/mL
metamizol uygulanan U-87 MG hiicre hattinda 1.27 kat artis gozlendi (p > 0.05). 1
pg/mL metamizol uygulanan U-87 MG hiicre hattinda ise VEGF miktarinda, 4.12 kat
artig gozlendi; fakat bu artig istatistik anlamda 6nemli degildir (p > 0.05). Bunun nedeni
ise 1 pg/mL metamizol uygulanan U-87 MG hiicrelerinin besiyeri ortamina saldigi
VEGF miktar1 ¢alisilirken tek bir kuyucukta yiiksek oranda absorbans degeri tespit
edilmesinden kaynaklanmaktadir. Metamizol’in U-87 MG hiicre hattinda, 24 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda VEGF miktar1 iizerindeki etkisi Sekil 4.15” de gosterilmistir.

48 saat inkiibasyon siiresi sonunda 25 pg/mL 12,5 pg/mL ve 1 ng/mL metamizol
uygulanan U-87 MG hiicre hattinda, VEGF miktarinda kontrol grubuna oranla artis
goriilmedi. Metamizol’tin U-87 MG hiicre hattinda, 48 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda VEGF miktar1 tizerindeki etkisi Sekil 4.16’da gosterilmistir.

300 1

250

200 A

150

100 A

50

_|

Hiicrelerden Salinan VEGF Protein Miktar (pg/mL)

o
Kontrol L

12,5 ug/mL

1 ug/mL

Sekil 4.15. 24 saat inkiibasyon sonunda 25 upg/mL, 125 pg/mL ve 1 pg/mL
metamizol’in U-87 MG hicrelerinden salman VEGF miktar1 Uzerine
etkisi.
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Sekil 4.16. 48 saat inkiibasyon sonunda 25 pg/mL, 12,5 pg/mL ve 1 pg/mL
metamizol’in U-87 MG hiicrelerinden salinan VEGF miktar1 lizerine
etkisi.

4.4. Metamizol’iin U-87 MG Hiicrelerinde MMP-9 Enzimi Uzerindeki Etkisi

24 saat inkiibasyon siiresi sonunda 25 pg/mL metamizol uygulanan U-87 MG
hiicrelerinden besiyerine salman MMP-9 miktarinda 1.06 kat artis gozlenirken (p >
0.05), 12,5 pg/mL metamizol uygulanan U-87 MG hiicrelerinden salinan MMP-9
miktar1 kontrol grubuna oranla 1.14 kat artmustir (p > 0.05). 1 pg/mL metamizol
uygulanan U-87 MG hiicrelerinde ise salinan MMP-9 miktarinda 1.07 kat artis gozlendi
(p > 0.05). Metamizol’iin U-87 MG hiicre hattinda, 24 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda MMP-9 miktar1 tizerindeki etkileri Sekil 4.17°de gosterilmistir.

48 saat inkiibasyon siiresi sonunda 25 pg/mL ve 12,5 pug/mL metamizol
uygulanan U-87 MG hiicrelerinden salinan MMP-9 miktarlarinda sirastyla 1.35 ve 1.34
kat artig gozlendi (p > 0.05). 1 pg/mL metamizol uygulamasi ise MMP-9 salinimini
1.24 kat artrmustir (p > 0.05). Metamizol’in U-87 MG hiicrelerinden 48 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda besiyerine salinan MMP-9 miktar1 tizerindeki etkileri Sekil
4.18’de gosterilmistir.
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Sekil 4.17. 24 saat inkiibasyon sonunda 25 pg/mL, 12,5 pug/mL ve 1 pg/mL
metamizol’in U-87 MG hiicrelerinden salinan MMP-9 enzim miktari
uzerine etkisi.

Hiicrelerden Salinan MMP-9 Enzim Miktar (pg/mL)

Kontrol
25ug/mL
12,5 ugimL
1 ug/mL
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Sekil 4.18. 48 saat inkiibasyon sonunda 25 pg/mL, 12,5 pg/mL ve 1 pg/mL
metamizol’in U-87 MG hiicrelerinden salinan MMP-9 enzim miktari
uzerine etkisi.

Hiicrelerden Salinan MMP-9 Enzim Miktari (pg/mL)

Kontrol
25ug/mL
12,5 ug/mL
1 ug/mL
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5. TARTISMA

Metamizol hekimlikte kullanilan en gii¢lii opioid olmayan agri kesicilerden
birisidir (Baumgartner vd 2009). Her ne kadar metamizol opioid olmayan agri kesici
olarak smiflandirilsa da yillardir steroid olmayan anti-inflamatuvar ilaglara ait oldugu
iddia edilmistir (Vazquez vd 2005, Batu ve Erol 2007, Lopez-Munoz vd 2008, Smith vd
2008, Dominguez-Ramirez vd 2010, Chaparro vd 2012, Escobar vd 2012). Bugiin Ki
bilgiler 1s1ginda NSAID'lerin aksine, metamizolun etki mekanizmasinda merkezi bir
siklooksijenaz-3 (COX-3)'in inhibisyonu oldugu diisiiniilmektedir (Chandrasekharan vd
2002, Munoz vd 2010).

Metamizoliin farmakokinetik 6zelliklerini tartigirken, aslinda metabolitlerinin
ozellikleri kastedilmektedir; ¢iinkii metamizol sulu bir ortamda ¢ok sayida metabolik
iriine rastgele pargalanan bir 6n ilagtir (VIahov vd 1990, Levy vd 1995). Bu
metabolitler arasinda 4-metilaminoantipirin (MAA), 4-formilaminoantipirin (FAA), 4-
aminoantipirin (AA) ve 4-asetilaminoantipirin (AAA) bulunmaktadir (Vlahov vd 1990,
Levy vd 1995, Rogosch vd 2012). MAA, AA, FAA, AAA metabolitlerinin kan-beyin
bariyerini gegebildikleri ve plazmadan daha diisiik konsantrasyonlarda olsalar da, beyin-
omurilik sivisinda terapétik bir etki olusturabilecek kadar yiiksek oldugu bilinmektedir
(Cohen vd 1998).

Metamizol 90 yildan beri basariyla kullanilmasina ragmen, etki mekanizmasi
tamamen aydinlatilamamistir. Uzun bir siire metamizol, segici olmayan bir COX-1 ve
COX-2 inhibitori olarak distiniilmiistiir (Hinz vd 2007, Pierre vd 2007, Rogosch vd
2012). Sekil 5.1’de metamizol’iin tahmin edilen etki mekanizmasi verilmistir.
Muhtemelen metamizol’iin agr1 kesici etkisi hem COX-3'iin hem de opioiderjik sistem
ve kanabinoid sistem iizerindeki etkisiyle saglanmaktadir.

COX-3’iin
inhibisyonu

Opioiderjik Ty Kannabinoid
. Metamizol’iin
sistem ‘ - sistem

. agn kesici etkisi X
aktivasyonu aktivasyonu

Sekil 5.1. Metamizol’iin muhtemel agr1 kesicisi mekanizmasi (Jasiecka vd 2014).

Mevcut calismalara gore, metamizol COX-3'ii bloke ederek agr1 kesici olarak
islev goriir. Chandrasekharan vd (2002) kopek beyinlerinde asetaminofen, fenasetin
veya antipirin gibi metamizoliin de COX-3 aktivitesinde Onleyici bir etkisi oldugu
sonucuna varmislardir. COX-3, esasen merkezi sinir sisteminde goriilen COX-1'in bir
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varyantidir. COX-3"liin engellenmesi, prostaglandin E> (PGE:) sentezinde bir azalmaya
yol agar. Merkezi sinir sisteminde PGE: sentezinin bloke edilmesinin bir sonucu olarak,
nosiseptorlerin (diger bir deyisle periferik agr1 reseptorlerinin) agriya olan duyarliligi
azalir. Boylece agr1 reseptorlerin uyarilabilme 6zelligi azalir ve analjezik bir etki elde
edilir (Chandrasekharan vd 2002, Schug and Manopas 2007, Munoz vd 2010).

PGE: sentezinin inhibisyonuna bakilmaksizin, diger mekanizmalar metamizoliin
agr1 kesici etkisinin olusumunda rol oynar. Agri duyusunun diizenlenmesinde onemli
rol aldig1 tahmin edilen kannabinoid sistem bu mekanizmalardan birisidir. Rogosch vd
(2012), metamizoliin aktif metabolitlerinin, yani MAA ve AA'nmin arasidonoil
amidlerinin tip 1 (CB1) kannabinoid alicilarina karsi agonistik oldugunu belirlemistir.
CB1 reseptorlerinin aktivasyonunun periaguduktal gri cevherde (PAG) GABAerjik
transmisyonu azalttigi iyi bilinmektedir. Escobar vd (2012), kannabinoid sistemin
metamizolun analjezik mekanizmasma olan katkisini ¢alismalarinda gostermislerdir.

Metamizol analjezik etkisinin ortaya ¢ikmasi ile ilgili en olast {gilinci
mekanizma endojen opioiderjik sistemin aktivasyonudur. Tortorici ve Vanegas (2000)
yaptiklar1 c¢aligmada, metamizoliin PAG mikroenjeksiyonunun uyanik sicanlarda
antinosisepsiyon olusturdugunu ve tekrar tekrar uygulandiginda metamizol toleransi ve
morfine c¢apraz tolerans (PAG, opioidergik analjezinin ana alandir) baslattigini
gosterdiler. Ayrica, bu arastirmacilar, PAG ile mikroenjeksiyon yapilan metamizol’iin
etkileri ayn1 bolgede nalokson (bir opioidergik reseptér antagonisti)’un
mikroenjeksiyonuyla azaldigindan, bu etkilerin lokal endojen opioidlerle iliskili olmas1
gerektigini One stirdiiler. Bu ¢alismay1 Vazquez vd (2005) sican PAG’sine uygulanan
nalokson’un sistematik olarak uygulanmis metamizol’iin antinosiseptif etkisin ortadan
kaldirdigini gostererek desteklemistir.

NSAID'ler, fosfolipaz A2'nin etkisi ile plazma membranindan salinan aragidonik
asitten prostaglandinlerin sentezlenmesinde 6nemli bir rol oynayan COX enzimlerini
inhibe eder. COX’un siklooksijenaz aktivitesi ile baslayan siire¢te PGE2’nin olusumu
tamamlanir. PGE2, sadece iltihaplanma ve bagisiklik modiilasyonu gibi siirecler aktivite
gOstermez ayni1 zamanda kanser de hiicre ¢ogalmasi, hayatta kalma ve anjiyogenez gibi
stire¢lerde de rol alir. COX hem temel, housekeeping bir enzim (COX-1) olarak hem de
inflamatuvar ve tiimorijenik diizenlemeyi indiikleyen bir enzim (COX-2) olarak iki ayr1
formda bulunur. COX-2 seviyeleri kolorektal karsinomalarin ¢ogunda yiikselir ve COX-
2'nin anormal ekspresyonu PGE2'de bir artisa neden olur. NSAID'lerin ¢ogunlugu
COX-2'yi inhibe eder (veya PGE2 sentezini azaltir). Bununla birlikte, bazi NSAID’ler
aslinda COX-2 ekspresyonunu indiikleyebilir (PGE2 sentezinin artis1). Bu nedenle,
NSAID'lerin kanserdeki rolii tam olarak agik degildir (Paik vd 2000).

PGE2 sinyalizasyonunu hiicrelere proliferasyon etkileri kismen hiicreleri
progenitdr benzeri bir durumda muhafaza eden birkag anahtar transkripsiyon faktoriiniin
up regiilasyonu ile saglanir. PGE2 ile indiiklenen TCF4 (Transkripsiyon Faktor-4)
transkripsiyonunun hedefleri, ¢ogu hiicre biiylimesi ve proliferasyonunun iyi bilinen
mediatorleri olan c-myc, cyclin D1 ve c-jun'u igerir. COX-2 / PGE2 sinyali ile aktive
olan HIF1 (Hipoksi Indiikleyici Faktor 1), tiimorler iginde kan damar1 olusumunu tesvik
eden ve boylelikle bitylimelerini siirdiiren anjiyogenik faktorleri, VEGF'yi ve bFGF'yi
(Temel Fibroblast Biiyiime Faktorii) up regiile edebilir; buna karsin NSAID’ler COX-2 /
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PGE2 kaynakli transkripsiyonu inhibe eder. Ayrica, COX-2/PGE2, her ikisi de
anjiyogenezi uyarmak i¢in islev goren VEGF ve bFGF ile indiiklenen CXCR4 (kemokin
reseptor-4) ve CXCL-1 (kemokin (C-X-C motif) ligand 1) ekspresyonunu arttirir. Tez
calismasinda 1000 pg/mL metamizol uygulamasinin 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon
stireleri sonunda U-87 MG hiicrelerinin proliferasyonunu azaltmast yoniindeki etkisi
COX-3/PGE: etkilesiminin inhibisyonu sonucu gerceklemis olabilir. Ayrica, 1 pg/mL
metamizol uygulamasmm 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda anjiyogenik
faktorlerden Subtance P miktarini az da olsa artirmasi, COX-3 / PGE; etkilesiminin
inhibisyonunun azalmasi ile ilgili olabilir (May 2009).

Metamizol’iin agr1 kesici etkisi ile ilgili dnerilen mekanizmalardan kannabinoid
sistem aktivasyonu G-protein bagl reseptor (GPCR) smiflar1 ile heterodimerizasyonla
ilgili olabilir. Bazi galismalar, opioid reseptorlerinin GPCR'nin diger siniflariyla
heterodimerize olabilecegini gdstermistir. Ornegin Mu Opioid Reseptér (MOR), CB1
ile etkilesebilir ve potansiyel olarak heterodimerize olabilir (Hojo vd 2008, Rios vd
2006). MOR ve kannabinoid reseptor-1 reseptorleri arasindaki etkilesimlerin, bu
reseptorlerin tek tek etkilerini modiile edebildigini gostermistir. A9-tetrahidrokanabinol,
bir cannabinoid reseptér 1 agonisti, morfin gibi opioidlerin potansiyelini artirabilir
(Cichewicz 2004). Buna ek olarak, es zamanl olarak MOR veya kanabinoid reseptor 1
heterodimerlerinin  birlikte aktivasyonu, her birinin kendi aktivasyonunu ile
karsilastirildiginda ERK aktivitesinin belirgin bir sekilde zayiflamasina yol acar (Rios
vd 2006).

Substance P’nin NK-1 reseptoriine baglanip G proteinini aktive ederek bu
aktivasyon sonucunda SP, NK-1, B-arrestin, SRC, ERK1/2 proteinlerini de i¢eren bir
kompleksin olusumunun aktive edildigi ve kompleksteki ERK1/2’nin niikleusta hiicre
proliferasyonunu arttirdigr géz oniine alindiginda, Metamizoliinde bu yolak iizerinden
etki edebilecegini diisiindiik. Bu nedenle, tez calismasinda metamizoliin SP miktarlari
iizerine etkisini inceledik. Ancak, Hiicrelerden salman SP miktarinda anlamli bir
degisiklik tespit edemedik. Bununla birlikte, 1000 pg/mL’lik metamizol’iin 24, 48 ve 72
saatlik inkiibasyon sonucu U-87 MG hiicrelerinin proliferasyonunda ki azalma SP’nin
miktarim1  degistirmeksizin, kannabioid reseptoriine daha fazla metamizol ve
metamizol’iin metabolitlerinin baglanmasiyla MOR ve CBI1 heterodimerizasyonda
artisina neden oluyor olabilir. Bu da ERK aktivitesinde azalmaya neden olarak hiicrenin
Olimiine neden olabilir. Buna zit olarak metamizol’iin 25, 12,5, 1 ug/mL
konsantrasyonlarda 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siirelerinde U-87 MG hiicrelerinde
proliferasyona neden olmasi, metemizol ve onun metabolitlerinin daha az CB1
reseptoriine baglanarak MOR ile olusabilecek heterodimerizasyonun azalarak ERK
aktivesindeki artiga bagl proliferatif etkinin ortaya ¢ikmasi s6z konusu olabilir.

Metamizol’in agr1 kesici mekanizmasi ile ilgili en olas1 opioiderjik sistem
aktivasyonu morfin ve metamizol’iin beraber uygulandigi c¢alismalarda gosterdigi
sinerjistik etki ile agiklanabilir. Dominguez-Ramirez vd (2010) tarafindan yapilan bir
calismada her iki ilacin da metabolizmalarinin ayni enzimatik mekanizma i¢in karsilikl
rekabetinden kaynaklandigmi iddia etmistir. Bu nedenle, biiyiik olasilikla metamizol ile
morfin antinosisepsiyonun potensiyasyon (sinir uyarilarinin kuvvetinde artis)’u, sadece
farmakodinamik  seviyedeki  etkilesimden degil ayn1i zamanda  morfin
farmakokinetiklerinin modifikasyonundan kaynaklanmaktadir.
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Kanser agrisinin tedavisinde metamizol’iin tek basina etkinligi hakkindaki
bilgiler kisithidir. Aslinda opioid olmayan bir ilag ile kanser agrisini tek bagina tedavi
etmek yeterli bir uygulama degildir, metamizol daha ziyade, opioidlerin yeterli bir agr1
kesici etki gosteremedigi durumlarda gerekli analjezik etkiyi saglamak i¢in bu ilaglar ek
tedavide kullanmaktir. Aslinda metamizol kanser hastalarinda yaygin olarak kullanilan
bir ilave terapotiktir (Zernikow vd 2006). Rodriguez vd (1994) tarafindan yapilan klinik
bir ¢alismada kanser agrisi tedavisinde her 8 saatte bir metamizoliin 2 gr'lik analjezik
etkisinin, her 4 saatte bir 10 mg morfinle benzer oldugu sonucuna varmistir. Klinik
denemeler gore metamizol, morfin gibi opioidler ve diger analjeziklerle tamamlayici
olarak hareket eder.

Lopez-Munoz vd (2008) tarafindan yiiriitiilen bir deneyde metamizol ve morfin
arasindaki sinerjizmin siiper aditif bir nitelik tasidig1 iddia edilmistir. Bu arastirmacilar,
iki ilacin birlikte uygulanmasinin, tek tek verilen her bir ilagtan veya bunlarin beklenen
teorik toplanmis etkilerinden daha iyi bir antinosiseptif etki sagladigini gosterdiler. Bu
bulgu, metamizol ve morfin arasindaki sinerjinin varligini dogrular.

Opioiderjik sistemin aktivasyonu, agri iletiminin en 6nemli modiilatérlerinden
olan SP’nin NK-1 ile etkilesimi {izerinden downstream G proteinlerinin aktivasyonuna
neden olur. Bu aktif G-proteini, diger efektor proteinlerle etkilesime girebilir ve
potansiyel olarak farkl sinyal yollarmi uyarabilir. Ornegin mitojenle aktive olan protein
kinaz (MAPK) yolagi bunlardan biridir. Opioiderjik sistem igerisinde endotel olmayan
hiicrelerde MAPK / ERK yolagi aktive olur ve hiicre proliferasyonu desteklenir
(Chuang vd 1997, Law vd 1997). Bu bulgular, nitrik oksit (NO)'ya bagli MAPK / ERK
fosforilasyonunu ve endotel hiicresine spesifik biiyiime ve hayatta kalma faktorii,

vaskiiler gecgirgenlik faktorii / VEGF ile indiiklenen anjiyogeneziyi animsatmaktadir
(Kroll ve Waltenberger 1997, Gille vd 2001, Gupta vd 2002).

Lazarczyk vd (2010) T98G insan glioblastoma hiicrelerinde morifinin in vitro
etkileri arastirdiklar1 ¢alismalarinda morfinin bu hiicreleri uyardigini hatta morfinin 20
uM ve 40 uM konsantrasyonlarinda metastaz yeteginin arttigini gostermislerdir.

Tez caligmasinda U-87 MG hiicre hatt1 iizerinde metamizol’tin 25 pg/mL, 12,5
pug/mL ve 1 upg/mL konsantrasyonlarinda uygulanan dozlarmin proliferatif etki
gostermesi ilk basta anjiyogenik faktorler iizerinde pozitif bir etkiye neden olabilecegini
akla getirmektedir. Ancak metamizol’in COX-3/PGE;, kannabinoid sistem ve
opioderjik sistem aktivasyonlarinin araciligi gésterdigi diisiiniilen bu {i¢ mekanizma tam
olarak aydinlatilmig degildir. Metamizol’iin 25 pg/mL, 12,5 pg/mL ve 1 pg/mL
konsantrasyonlarinda ortaya ¢ikan muhtemel anjiyogenik etkiyi farkli bir mekanizma
tizerinden gergeklestiriyor olabilir. Metamizol endotel olmayan hiicrelerde de
anjiyogenez aktivatorii olarak is géren damar olusumunu dengeleyen Angiopoitein-1 ve
transmembran tirozin-protein kinaz reseptor (Tie2) molekiilleri yolu ile anjiyogeneze
katki saglamis olabilir (Carmeliet ve Jain 2000).

Metamizol’iin U-87 MG’ye uygulanarak 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyonunda
SP, VEGF ve MMP-9 aktivitesi lizerine gosterdigi kiigiik artamalar ya da azalmalar
metamizol uygulama siiresinin kisa olmasi nedeniyle net degildir. Kronik agr1 tedavisi
goren hastalarda 72 saatlik silirenin iizerinde uygulanan tedavi, hastanin birikimsel
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olarak doz stabilitesi saglamasiyla anjiyogenik faktorlerin artisina neden olabilir. Bu
durum metamizol ile akut ve kronik agri tedavisi uygulanan in vivo deneylerle
desteklenerek netlestirilebilir. Metamizol’iin metabolizmasi sonucu ortaya ¢ikan aktif
metabolitleri MAA ve AA’dan herhangi birisi 48 saatlik uygulama sonucu VEGF
yolagini inhibe ederek miktarinda azalmaya sebep olmus olabilir. Metamizol’iin 48
saatlik inkibasyonu sonrasinda MMP-9 miktarindaki artis, ilacin kronik agr1 tedavisi ile
uzun siireli kullanimina bagl olarak artabilir.

Doksorubisin (0.01 mg/mL), sisplatin (1 mg/mL) ve metamizol (50, 5, 0,5
ug/mL) gibi sitotoksik ilaglarin kopek (D-17) ve insan osteokarsinom (U2-OS) hiicreleri
tizerinde doksorubisin ve sisplatin ile kombine sekilde ve tek basina 72 saat uygulanan
metamizoliin her iki osteokarsinom hiicresinin ¢ogalmasimni uyardigi ve bu ¢ogalmanin
ilacin konsantrasyonuna bagli oldugunu vurgulamislardir. Dahasi, metamizoliin
konsantrasyona bagli anti kanser ilag veya farkli uyaranlara karst hiicre koruyucu bir
aktivite sergiledigini belirterek; metamizoliin bdylesi bir faaliyeti, bu ilacin neoplastik
bir hastalikla iligkili agriyr hafifletmek i¢in kullanilmamasi gerektigini onermektedir
(Poradowski ve Obminska-Mrukowicz 2015). Tez c¢alismasinda gozledigimiz
metamizoliin neden oldugu proliferasyon artis1 da bu makaleyi desteklemektedir.

Valter vd (1999) U-87 MG ve A-172 insan malignant glioma hiicrelerinin VEGF
sentezi ve salimmi ile ilgili yaptiklar1 in vitro bir ¢alismada farkli inkiibasyon
siirelerinde  VEGF miktarlarmi dlgmiislerdir. 5x10° olarak bdliinen U-87 MG
hiicrelerinin 6 saat sonunda ortama saldiklar1 VEGF miktarin1 7,8 ng/mL, 24 saat
sonundaki miktar1 29,1 ng/mL ve son olarak 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasi
salman VEGF miktarini 50,2 ng/mL olarak kaydetmislerdir.

Huang vd (2001)’de bes farkli insan prostat kanserinde NF-kB aktivitesinin
engellenmesi ile ilgili yaptiklar1 farkli bir in vitro ¢alismada 108 hiicre sayis1 ile kurulan
deney setinin 48 saatin sonunda hiicrelerin ortama saldiklar1 VEGF miktarmi 400-1200
pg/10° hiicre oldugunu ortaya koymuslardir.

VEGF’in bazal seviyede miktarinin belirlendigi baska bir in vitro calisma
Yoshino vd (2006) tarafindan yapilmustir. I¢lerinde U-87 MG’ nin de bulundugu dort
farkli insan malignant glioma hiicrelerinde p38 MAPK yolagimm VEGF ile iliskisi
arastirilmistir. Deneylerde kullanilan ve sayis1 10* olan U-87 MG hiicrelerinden 48 saat
inkiibasyon siiresi sonunda salinan VEGF miktarim1 yaklasik 400 pg/mL olarak
belirlemislerdir.

Tez calismasinda 2x10° hiicre sayis1 ile bolinen U-87 MG hiicrelerinin
metamizol uygulamasindan sonraki 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda ortama saldigi
VEGF miktari, kontrol grubunda 31,2 pg/mL, 25 pg/mL metamizol uygulanan grupta
yaklasik 50 pg/mL ve 12,5 pg/mL uygulanan grupta yaklasik 40 pg/mL’dir. Buna
karsilik 1 pg/mL’lik grupta bu deger yaklagik 140 pg/mL’dir. Ayni sekilde 48 saat i¢in
yapilan metamizol uygulamasinda kontrol de dahil olmak iizere VEGF miktarlari
kontrol grubunda 52 pg/mL iken bu miktar 25, 12,5 ve 1 pg/mL’lik metamizol
dozlarinda yaklasik olarak 32 pg/mL olarak hesaplanmistur.
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Angiyogenezin 6nemli bir diger faktorii olan MMP-9 ile ilgili Gilet vd (2015)
insan 16semi hiicrelerinde aktif ve toplam MMP-9 seviylerini belirlemislerdir. 108 hiicre
ile 24 saat inkiibasyon sonunda toplam MMP-9 miktarinm1 yaklasik 20 ng/mL; aktif
MMP-9 miktarmi yaklagik 10 ng/mL oldugunu belirlemislerdir.

Metamizol’iin anjiyogenezle iliskisinin arastirildigi tez ¢alismasinda 24 ve 48
saat sonunda 2x10° U-87 MG hiicresinden salinan MMP-9 miktar1 kontrol gruplarinda
40 pg/mL 25, 12,5 ve 1 ug/mL’lik dozlarda 43-50 pg/mL arasinda degismektedir.

DMSO’nun HeLa hiicreleri tizerindeki anjiyogenik etkilerinin Simsek vd (2015)
tarafindan arastirilan bir calismada 2x10° hiicre ile 24 saat inkiibasyon sonunda HeLa
hiicrelerinin kontrol gruplarinda ortama salman SP miktar1 142 pg/mL olarak
belirlenmistir. Tez ¢alismamizda U-87 MG hiicrelerinde (2x10°) 24 saat inkiibasyon
sonras1t metamizol uygulanmayan kontrol grubunda SP miktar1 80 pg/mL, 48 saat i¢in
ise 85 pg/mL olarak kaydedilmistir.

Tez kapsaminda U-87 MG hiicre hattina uygulanan 25 pg/mL, 12,5 pg/mL ve 1
pg/mL  konsantrasyonlarda ki metamizol dozlarinin gosterdigi proliferatif etki,
proanjiyogenik faktorlerin artisina neden olmadan anti-anjiyogenik faktorlerin miktarini
da azaltmis olabilir. Metamizol’iin 1 pg/mL’lik dozunda 24 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda VEGF miktarinda ortaya ¢ikan artisa ragmen 48 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda VEGF miktarinda ki azalma, metamizol’in anti-anjiyogenik faktorlerin
miktarma yonelik negatif etkiyi desteklemektedir.

Projenin Onerilmesi asamasinda kurdu§umuz hipotez 6zellikle Substance P
miktar1 iizerine metamizol’in etki goOsterip gostermeyecegini belirlemekti. Agri
iletimindeki en 6nemli norotransmitter olan SP’nin ayni1 zamanda anjiyogenik etkiye
sahip olmas1 nedeniyle, agr1 kesici ozellikteki bir ilacin temel anjiyogenik faktorler
iizerine de bir etki gosterip gdstermeyecegini arastirmay1 planlamistik. Tez kapsaminda
elde ettigimiz tim sonuglar goz Oniine alindiginda, metamizol uygulanan U-87 MG
hiicrelerinde anjiyogenezin ortaya ¢ikisinda aktif rol oynayan VEGF, MMP-9 ve SP
seviyelerinde 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siirelerinde istatiksel anlamda 6nemli bir artis
gOriilmemistir.

In vitro ¢ahsmalarda, hiicreler besinsizlikten dlmeleri engellenerek en fazla
birka¢ giin kadar inkiibe edilebilmektedir. Ancak, kronik agri1 tedavisinde kullanilan
metamizol, hem uzun siire kullanilmakta hem de viicutta metabolize olarak aktif
metabolitlerine ayrilmaktadir. Bu baglamda, ilacin anjiyogenez {izerine etkisinin olup
olmamasi konusunda in vivo testlerle de denemesi gerektigini diisiinmekteyiz. Tez
kapsaminda elde ettigimiz hiicre proliferasyonunda ki artis dikkate alindiginda, in vivo
calisma sonuglarinin bu noktada daha da 6nem kazanacagi kaginilmazdir.
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6. SONUC
Tim bu verilerle birlikte;

1. Tez kapsaminda gerceklestirilen hiicre canlilig1 test sonuglarina gore; U-87
MG hiicre hattinda metamizol’iin 1000 pg/mL’lik dozda 24, 48 ve 72 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda hiicre canliliginda istatiksel anlamda 6nemli azalma goriildii

(p<0.01).

2. Tez kapsaminda gerceklestirilen hiicre canlilig1 test sonuglarina gore; U-87
MG hiicre hattinda metamizol’iin 1, 12,5, 25 ve 50 pg/mL’lik dozlarinda 24, 48 ve 72
saatlik inkiibasyon siiresi sonunda hiicre canliliginda istatiksel anlamda 6nemli artig
gozlendi.

3. Tez kapsaminda gergeklestirilen Subtance P Elisa sonuglarina gore; U-87 MG
hiicre hattinda metamizol’tin 1, 12,5 ve 25 pg/mL’lik dozlarinda 24 ve 48 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda istatiksel olarak dnemli bir artig gériilmemistir.

4. Tez kapsaminda gergeklestirilen MMP-9 Elisa sonuglara gore; U-87 MG
hiicre hattinda metamizol’iin 1, 12,5 ve 25 pg/mL’lik dozlarinda 24 ve 48 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda istatiksel olarak dnemli bir artig gériilmemistir.

5. Tez kapsaminda gerceklestirilen VEGF Elisa sonuglarina gore; U-87 MG
hiicre hattinda metamizol’iin 12,5 ve 25 ug/mL’lik dozlarinda 24 ve 48 saatlik
inkiibasyon siliresi sonunda istatiksel olarak Onemli bir artis gorilmemistir.
Metamizol’iin 1 pg/mL’lik dozunda 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 4.12 kat artis
gbzlendi. Ayni dozun 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda kontrole kiyasla 6nemli bir
artig goriilmemistir.

6. Yukaridaki bes sonuca bagli olarak Metamizol’in U-87 MG hiicrelerinin
cogalma ve hayatta kalmalarma 1, 12,5, 25 ve 50 pg/mL’lik dozlarinda 24, 48 ve 72
saatlik inkiibasyon siiresi sonunda neden oldugu; 1000 pg/mL’lik Metamizol dozunda
24, 48 ve 72 saat sonunda U-87 MG hiicrelerini inhibe edig VEGF faktorlerinin
baskilandig1 gozlenmistir.
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