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YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstitli tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin/raporumun tamamini veya herhangi bir kismini, basili
(kagit) ve elektronik formatta arsivleme ve asagida verilen kosullarla kullanima agma iznini Hacettepe
Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle Universiteye verilen kullanim haklar1 disindaki tiim fikri
miilkiyet haklarim bende kalacak, tezimin tamaminimn ya da bir béliimiiniin gelecekteki calismalarda

(makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklar1 bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal ¢aligmam oldugunu, baskalarinin haklarini ihlal etmedigimi ve tezimin tek yetkili
sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif hakki bulunan ve sahiplerinden yazili
izin alinarak kullanilmasi zorunlu metinlerin yazili izin alinarak kullandigimi ve istenildiginde

suretlerini Universiteye teslim etmeyi taahhiit ederim.

Yiiksekogretim Kurulu tarafindan yayinlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasti,
Diizenlenmesi ve Erisime A¢ilmasina Iliskin Yonerge” kapsaminda tezim asagida belirtilen kosullar

haricince YOK Ulusal Tez Merkezi / H.U. Kiitiiphaneleri A¢ik Erisim Sisteminde erisime agilir.

o Enstiti / Fakiilte yonetim kurulu karari ile tezimin erisime agilmasi mezuniyet
tarihimden itibaren yil ertelenmistir. )
o Enstitii / Fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karari ile tezimin erisime agilmasi

mezuniyet tarihimden itibaren ... ay ertelenmistir. @
o Tezimle ilgili gizlilik karar1 verilmistir, )

26/01/2021

Hediye Gamze Nur Celebioglu

Y“Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmast, Diizenlenmesi ve Erisime A¢ilmasina Iligkin Yonerge”
(1) Madde 6. 1. Lisanstistii tezle ilgili patent basvurusu yapilmasi veya patent alma siirecinin devam etmesi durumunda,
tez danismanimin énerisi ve enstitii anabilim dalimin uygun goriisii iizerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulu iki
il siire ile tezin erisime agilmasinin ertelenmesine karar verebilir.

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullamldigi, heniiz makaleye doniismemis veya patent gibi yontemlerle
korunmamug ve internetten paylasilmasi durumunda 3. sahislara veya kurumlara haksiz kazang imkani olugturabilecek
bilgi ve bulgulari iceren tezler hakkinda tez danmigmaninin onerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun goriisii iizerine
enstitii veya fakiilte yonetim kurulunun gerekceli karari ile alti ayr asmamak iizere tezin erigime agilmasi
engellenebilir.

(3) Madde 7. 1. Ulusal ¢ikarlari veya giivenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve giivenlik, saglik vb. konulara
iliskin lisansiistii tezlerle ilgili gizlilik karari, tezin yapidigt kurum tarafindan verilir *. Kurum ve kuruluslaria
yapilan isbirligi protokolii ¢ercevesinde hazirlanan lisansiistii tezlere iliskin gizlilik karari ise, ilgili kurum ve
kurulusun énerisi ile enstitii veya fakiiltenin uygun goriisii iizerine iiniversite yonetim kurulu tarafindan verilir.
Gizlilik karari verilen tezler Yiiksekogretim Kuruluna bildirilir.

Madde 7.2. Gizlilik karari verilen tezler gizlilik siiresince enstitii veya fakiilte tarafindan gizlilik kurallar: ¢ercevesinde
muhafaza edilir, gizlilik kararinin kaldiriimasi halinde Tez Otomasyon Sistemine yiiklenir

* Tez danigmaninin onerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun goriisii iizerine enstitii veya fakiilte yonetim
kurulu tarafindan karar verilir.



ETiK BEYAN

Bu calismadaki biitiin bilgi ve belgeleri akademik kurallar ¢cergevesinde elde ettigimi,
gorsel, isitsel ve yazili tiim bilgi ve sonuglar1 bilimsel ahlak kurallarina uygun olarak
sundugumu, kullandigim verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimi, yararlandigim
kaynaklara bilimsel normlara uygun olarak atifta bulundugumu, tezimin kaynak
gosterilen durumlar disinda &6zgiin oldugunu, Prof. Dr. Sevtap AYDIN DIiLSizZ
danismanhginda tarafimdan iretildigini ve Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri

Enstitiisii Tez Yazim Yonergesine gore yazildigini beyan ederim.

Ecz. Hediye Gamze Nur Celebioglu
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TESEKKUR

Yiiksek lisans yaptigim donem boyunca anlayis ile heyecanima ortak olan, her konuda
destegi ile beni yonlendiren, fikrimi destekleyerek ¢alismalarimda beni cesaretlendiren
danisman hocam Prof. Dr. Sevtap AYDIN DILSIZ’e ¢cok degerli emekleri i¢in en igten

duygularimla tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans egitimimde degerli katkilarindan dolay1r Farmasotik Toksikoloji

Anabilim Dali’ndaki hocalarima tesekkiir ve saygilarimi sunarim.

Hayatim boyunca her zaman yanimda olan ve beni her konuda destekleyen degerli
aileme ve yiiksek lisans yaptigim donem boyunca desteklerini esirgemeyen sevgili

esime tesekkiir ederim.
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OZET

Celebioglu, H.G.N. Serviks Kanserinde Timokinon ve Etoposid
Kombinasyonunun Hiicre Canhligi Uzerine Etkileri. Hacettepe Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii Farmasotik Toksikoloji Program Yiiksek Lisans Tezi,
Ankara, 2022. Serviks kanseri diinyada her iki dakikada bir kadinin &liimiine neden
olan ve kadmlarda meme kanserinden sonra en sik goriilen ikinci kanser tiiriidiir.
Baglica tedavi secenekleri arasinda cerrahi, radyoterapi, kemoterapi yer alir. Bir
topoizomeraz-II inhibitérii olan etoposid, akciger kanseri, testis kanseri, akut
miyelojendz 16semi ve akut miyelomonositik 16semi, Hodgkin Lenfomasi ve yiiksek
dereceli Hodgkin dis1 lenfomalarda ve serviks kanserin tedavisinde etkili bir
kemoterpétik ajandir. Arastirmalar, tedavi sonuclarini iyilestirmek i¢in yenilikgi ilag
stratejilerinin kesfine odaklanmaktadir. Alternatif ve tamamlayici tipta bitkilerin
kanser tedavisindeki olumlu etkileri ilgi odagi olusturmustur ve buna yonelik
calismalar artmaya baslamistir. Ulkemizde Ranunculacea (Diigiincicegigiller)
familyasinda yer alan ve “¢orek otu” olarak bilinen Nigella sativa tiirtinden izole edilen
timokinonun yapilan birgok ¢alismada antikanserojenik, kardiyoprotektif,
antiinflamatuvar, analjezik, antioksidan, bagisiklik sistemini giiglendirici etkilerinin
oldugu ileri siirtilmektedir. Timokinonun serviks kanserinde etoposid ile birlikte
etkinligine dair caligmalar yetersidir. Bu calismada serviks kanser hiicre hattinda
(HeLa hiicresi) timokinonla olan kombinasyonlariin etoposid sitotoksisitesine
etkisinin MTT yontemi ile degerlendirilmesi amaglanmistir. HeLa hiicrelerinde negatif
kontrol ile karsilastirildiginda timokinonun hiicre canlili§ini 24 saatlik inkiibasyon i¢in
250 uM ve iizerindeki konsantrasyonlarinda ve 48 saat inkiibasyon i¢in 125 uM ve
tizerindeki konsantrasyonlarinda doz bagimli olarak anlamli azaltmigtir ve ICsp degeri
sirastyla 233,6 uM ve 145,5 uM bulunmustur. HeLa hiicrelerinde etoposide ait 1Cso
degerleri 24 ve 48 saatlik maruziyette sirasiyla 167,3 uM ve 52,7 uM bulunmustur.
Timokinon etoposidin yaklasik ICso degerini 24 saatlik inkiibasyon i¢in 15,63 uM ve
tizeri dozlarinda ve 48 saat inkiibasyon i¢in 31,5 uM ve iizeri dozlarinda doz bagiml
anlamli olarak azaltmistir. Sonuglarimiz timokinonun etoposidin kanser hiicrelerinde
sitotoksik etkisini arttirabilece§ini gostermistir; bu durum etopsidin antikanser etkisini
arttirabilecegini diisindiirmektedir, ancak bu konuda kapsamli ¢alismalara ihtiyag
bulunmaktadir. Bu calisma bir 6n ¢alisma niteliginde olup yeni tedavi stratejilerin
gelistirilmesine katki saglayacaktir.

Anahtar kelimeler: Sitotoksisite, serviks kanseri, etoposid, timokinon, Nigella sativa
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ABSTRACT

Celebioglu, H.G.N. Effects of Thymoquinone and Etoposide Combination on Cell
Viability in Cervical Cancer. Hacettepe University Graduate School of Health
Sciences, Master Thesis in Pharmaceutical Toxicology, Ankara, 2022. Cervical
cancer is the second most common type of cancer in women, after breast cancer, that
causes the death of a woman every two minutes in the world. Major treatment options
include surgery, radiotherapy, and chemotherapy. Etoposide, a topoisomerase-II
inhibitor, is an effective chemotherapeutic agent in the treatment of lung cancer,
testicular cancer, acute myelogenous leukemia and acute myelomonocytic leukemia,
Hodgkin lymphoma and high-grade non-Hodgkin lymphoma, and cervical cancer.
Research focuses on the discovery of innovative drug strategies to improve treatment
outcomes. In alternative and complementary medicine, the positive effects of plants in
cancer treatment have been the focus of attention and studies have begun to increase.
In many studies, it has been suggested that thymoquinone, which is isolated from
Nigella sativa species in the Ranunculacea family known as "¢orek otu", has
anticarcinogenic, cardioprotective, anti-inflammatory, analgesic, antioxidant, immune
system strengthening effects. Studies on the efficacy of thymoquinone together with
etoposide in cervical cancer are insufficient. In this study, it was aimed to evaluate the
effect of combinations with thymoquinone on etoposide cytotoxicity in cervical cancer
cell line (HeLa cell) by MTT method. Compared to the negative control,
thymoquinone significantly decreased cell viability in a dose-dependent manner at the
concentrations of 250 uM and above for 24 hours incubation and 125 uM and above
for 48 hours incubation, and the IC50 value were 233.6 uM and 145.5 uM,
respectively, in HeLa cells. The IC50 values of etoposide in HelLa cells were 167.3
puM and 52.7 uM at 24 and 48 hours of exposure, respectively. Thymoquinone
significantly decreased the approximate IC50 value of etoposide in doses of 15.63 uM
and above for 24 hours incubation and 31.5 uM and above for 48 hours incubation in
a dose-dependent manner. Our results showed that thymoquinone can increase the
cytotoxic effect of etoposide in cancer cell, which suggests that etopside may increase
its anticancer effect, however comprehensive studies are needed on this subject. This
study is a preliminary study and will contribute to the development of new treatment
strategies.

Keywords: Cytotoxicity, cervical cancer, etoposide, thymoquinone, Nigella sativa
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1. GIRIS

Hiicrelerin kontrolsiiz sekilde boliiniip, ¢ogalmasi ile ortaya g¢ikan kanser,
genetik ve gevresel kosullarin etkisi altinda kompleks bir hastaliktir. Serviks kanseri,
rahim agzinin yani uterusun vajinaya agilan boyun kisminin hastaligidir. Serviks
kanseri, diinyada kadinlarda meme ve kalin bagirsak kanserinden sonra en sik goriilen
kanser tiriidiir (1, 2). Ancak tarama testleri ile erken teshis edilerek Onlenebildigi
bilinmektedir (3).

Rahim agz1 kanseri herpes simplex viriis (HPV) ile iliskili olup neredeyse tiim
rahim agzi kanserleri HPV enfeksiyonu (%99,7) nedeniyledir (2). Hastalarin %70’inde
HPV-16 ve HPV-18 pozitiftir. Bansal ve ark. leiomyosarkom olgusunda
lenfadenektomi uygulanan hastalarin higbirinde nodal hastalik bulunmadigini
saptamiglardir (4). Malign lezyonlarda premalign lezyonlara kiyasla HER-2/neu’nun
daha yiiksek ekspresyonun ve HER-2/neu onkoproteninin asir1 ekspresyonunun kotii
prognoz, metastatik potansiyel ve agresif biyolojik davranis ile iligkili oldugu

bulunmustur (5).

Serviks kanserinin yaklasik %75’ini skuaméz hiicreli karsinom (SCC),
yaklagik %25'ini ise adenokarsinom olusturur (6). Serviksin adenosarkomu, tipik
olarak lireme ¢aginda goriilen iyi huylu epitelyal ve malign stromal bilesenleri olan
bagka bir nadir tiimordiir (7). Adenokarsinom insidansi tarama yontemlerin yetersizligi
nedeniyle son yillarda artmustir. Diger daha az yaygin serviks kanserleri arasinda
noroendokrin karsinom, kiiclik hiicreli tiimorler, camsi hiicreli karsinomlar ve
sarkomlar bulunur (8). Serviks kanserinin tedavisi radyasyon ve sisplatin bazli
kemoterapinin bir kombinasyonudur. Bununla birlikte, bes yillik genel yasama oram

%50 civarint agamamaktadir (9).

Serviks kanseri tedavisinde tedavi etkinliginin arttirilmasi ve toksisitenin
diisiiriilmesi amaciyla ¢oklu ilag rejimleri tercih edilmektedir. Tekrarlayan rahim agzi
kanseri olan hastalarda sisplatin ile kombinasyon halinde oral etoposidin
degerlendirildigi ¢ok merkezli bir Japon ¢alismasinin uzun dénem takip sonuglari oral
etoposid ve intravendz sisplatinden olusan kombinasyon kemoterapisinin tekrarlayan

rahim agzi kanseri i¢in etkili ve giivenli oldugunu gostermistir (10).



Etoposid, Amerikan Mayapple'da bulunan bir toksin olan podofilotoksinden
tiiretilmistir. lk olarak 1966'da sentezlenmis ve 1983'te FDA tarafindan kanser
tedavisi i¢in onaylanmistir (11). Etoposid genis bir tim&r grubuna karsi 6nemli bir
etkinlik gosterir. Etoposid, akciger kanserine kars1 diger ajanlarla kombine edildiginde
etkili bulunmustur ve kii¢lik hiicreli akciger kanserinde kombinasyon tedaviye %90
yanit oranlar1 gézlenmistir. Ayrica etoposid diger ajanlarla kombine edildiginde testis
kanseri hastalarinda %80°’lik yanit oranlar1 gozlemlenmistir (12). Ayrica etoposid, akut
miyelojendz 16semi ve akut miyelomonositik 16semi, Hodgkin Lenfomasi ve ytliksek

dereceli Hodgkin dis1 lenfomalarda da kullanilir (13).

Ranunculacea (Diigiingigegigiller) familyasmin Ulkemizde “Cérek otu” olarak
bilinen Nigella sativa tiiriinden izole edilen timokinonun antioksidan,
antihiperlipidemik, antidiyabetik, antiinflamatuar, hepatoprotektif gibi pek ¢ok yararl
etkilere sahip oldugu bilinmektedir. Yapilan c¢aligmalarda ¢orek otu tohumu ve
bilesenlerinin  antikanserojenik,  kardiyoprotektif =~ (14), antitimoral — (14),
antiinflamatuar ve analjezik (15), antioksidan (16), hipoglisemik (17), bagisiklik
sistemini giliglendirici (18) etkilerinin oldugu gosterilmektedir. Cesitli kanser
tirlerinde timokinonun bir¢ok in vitro ve in vivo g¢alismalarda gosterilmek tizere
antinflamatuvar ve antitlimor aktiviteye sahip olabilecegi bildirilmektedir (15). In vitro
calismalarda timokinonun bazi kanser hiicre biiylimesini inhibe edebildigi ve apoptozu
indiikleyebildigi gosterilmistir (19, 20). Ayrica timokinonun insan multipl miyelom
hiicrelerinde, proliferasyonu inhibe ettigi, apopitozu indiikledigi, F-aktin
polimerizasyonunu ve Bcl-2/Bcl'yi azattig1 ve sinyal transdiiseri ve transkripsiyon-3
aktivasyonunun aktivatoriinii baskilayarak kemosensitizasyon etkisi gosterilmistir
(21). Son g¢alismalar, timokinonun histon asetilasyonunu ve deasetilasyonu
degistirmesi gibi epigenetik mekanizmalart modiile edebilecegini gostermistir. Ayrica,
timokinon, hiicresel epigenetigin anahtar parcalart olan miRNA ve IncRNA gibi

kodlayict olmayan ¢esitli RNA'larin genetik ekspresyonunu degistirebilir (22).

Bazi tiimor baskilayici genlerin ve proteinlerin (p53, PTEN, p21, p27, BRCA1)
timokinon tarafindan asir1 eksprese edildigi veya aktive edildigi bulunmustur. Ayrica
bazi onkojenik sinyal molekiilleri ve yollari, fosfoinositid 3 kinaz (PI3K)/Akt ve
mitojenle aktiflestirilen protein kinaz (MAPK)/ERK'nin, timokinon tarafindan inhibe
edildigi bulunmustur (23, 24, 25). Nanopartikiillerle formiile edilen timokinonun



etkileri 6zellikte meme kanseri hiicre hattinda miR34a ekspresyonunu arttirmasinin
yan1 sira, Racl ekspresyonunun inhibisyonu yoluyla sitoskeletal aktin
polimerizasyonunun asagi yonlii regiilasyonundan kaynaklanabilecek giiclii bir

antimigrator etkisinin oldugu gosterilmistir (26).

Arastirmalarin, kemoterapide tedavi sonuglarini iyilestirmek i¢in yenilikgi ilag
stratejilerinin kesfine odaklanmasi gerektigi goriilmektedir (27, 1).  Alternatif ve
tamamlayict tipta bitkilerin kanser tedavisindeki olumlu etkileri ilgi odagi
olusturmustur ve buna yonelik caligmalar artmaya baslamistir. Bazi bitkilerle ile
yapilan calismalar umut vaat etmektedir. Etoposid ile tedavi edilmis sicanlarda
Zingiber Officinale yaginin oksidatif stres ve DNA hasari {izerine modiilator etkisinin
arastirildigi bir calisma ise, Zingiber Officinale nin etoposid kaynakli genotoksisiteyi
ve oksidatif stresi azalttig1 i¢in bitkisel bir ilag olarak kullanilma potansiyeline sahip
olabilecegi belirtilmektedir (28).

Timokinonun serviks kanserinde etoposid ile birlikte etkinligine dair
calismalar oldukca yetersizdir. Calismamizda serviks kanser hiicre hattinda (HeLa
hiicresi) timokinonla olan kombinasyonlarinin etoposid sitotoksisitesine etkisinin
MTT yontemi ile degerlendirilmesi amaglanmis ve etoposidin antikanser etkisini
timokinonun nasil etkileyecegine aciklik getirecegi hedeflenmektedir. Bu ¢aligma yeni
ilag formiilasyonlarinin gelistirilmesine ve bilime O©nemli katki saglayacagi

ongoriilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Timokinon

2.1.1. Timokinonun Bulunus Yeri ve Geleneksel Kullanimi

Ranunculacea (diigiingigegigiller) familyasinda yer alan Nigella sativa L.
(¢Orek otu) bitkisi Gliney Bat1 Asya, Avrupa, Kuzey Afrika‘da yetistirilen ¢igekli yillik
bir bitkidir (29, 30, 31).

Corek otu bitkisinin yapraklar: dogrusal mizrak sekillidir. 5-10 petalden olusan
cicekleri genellikle beyaz, pembe, sar1 ve mor renklerdedir. Bitkinin meyveleri
kapsiillii olup her biri birgok tohum igerir. Tohumlar1 siyah renkli olup yassi, oval
dikdortgen, koseli ve huni bigimindedirler. Tohumlarin uzunlugu 0,2 cm ve genisligi
0,1 cm civasindadir. Ulkemizdeki tarimi ve ticareti yapilan ¢orek otu tiirii Nigella
sativa L. olup c¢ogunlukla Afyon, Isparta, Burdur ve Konya ydrelerinde
yetistirilmektedir (29, 30).

Corek otu tohumu siklikla gida olarak tiiketilmektedir. Gidalarda yiyecek
koruyucu ve baharat olarak kullanilmaktadir. Asya, Afrika, Orta Dogu’da ¢orek otu
tohumu ve yagi uzun yillar ¢esitli hastaliklarin tedavisinde geleneksel olarak
kullanilmistir. Kusmanin 6nlenmesinde ¢orek otu tohumlarin kavrularak dahilen
verildigi ve ¢orek otu yaginin antiseptik olarak haricen kullanildigi bildirilmistir.
Bununla birlikte geleneksel olarak ¢orek otu tohumundan elde edilen tentiiriin ishal,
dismenore, istah kaybi, amenore, parazit ve deri dokiintiisiiniin tedavisinde kullanildig:
bilinmektedir. (29, 30, 14, 32).

Corek otu tohumunun halk arasinda astim, oksiiriik, bronsit, romatizma,
dispepsi, ishal, dizanteri, ates, agri, siskinlik, sarilik, paralizi, basur ve diger
rahatsizliklarda geleneksel olarak kullanildig: bildirilmektedir ve kardiyovaskiiler,
sindirim, bagisiklik, karaciger, bobrek ve solunum sistemi problemlerini
diizeltebilecegi ve geleneksel tibbi kullanirminda faydali olabilecegi diisiiniilmektedir

(29, 30, 33).



2.1.2. Timokinonun Fizikokimyasal Ozellikleri

Timokinon (2-izopropil-5-metilbenzo-1,4-kinon), ¢orek otu tohumu ugucu
yaginin ana biyolojik aktif bilesenidir. Molekiiler agirhigi 164,20 g/mol’diir.
Timokinon orani ¢orek otu tohumu ugucu yaginin %18,4-24 arasinda degisir. Corek
otu tohumunun farmakolojik etkilerinden 6zellikle timokinon sorumludur. Enol ve
keto (~%90) form dahil tautomerik formlarda bulunur. Keto formu bilesigin
farmakolojik 6zelliklerinden sorumludur (29, 33).

Timokinon hidrofobik bir molekiildir. Timokinon etanol, dimetil siilfoksit ve
dimetil formamid gibi organik ¢oziiciilerde ¢6ziiniir. Timokinonun etanol ve dimetil
formamid igindeki ¢oziinlirliigi yaklasik 16 mg/ml ve dimetil siilfoksit igindeKi
¢ozliniirligi ise yaklasik 14 mg/ml'dir. Timokinon sulu tamponlarda az ¢6ziiniir (29,
33).

Timokinon 1s18a karst yiiksek hassasiyete sahiptir ve 1siga maruziyette
parcalanir. Timokinonun artan pH’larda stabilitesi diigser; asidik pH’da ise diisiik

degredasyon goriiliir (29, 33).

CHs

HsC

CHs 0

Sekil 2.1. Timokinonun kimyasal yapis1 (29, 34).

2.1.3. Timokinonun Farmokokinetik Ozellikleri

Timokinonun farmakokinetik o6zelliklerine dair caligmalar yeterli degildir.
Timokinonun hidrofobik  ozelligi ve stabilitesinin  diisik olmasi1 ilag
formiilasyonlarinin smirlandirilmasina neden olmaktadir. Yapilan caligmalarda kati
lipid nanopartikiiller, timokinon-yiiklii liposomlar, timokinon-yiiklii nano-yapilt lipid
tastyicilar gibi biyoyararlanim ve aktiviteleri arttirilmis timokinonun yeni analoglari

sentezlenmektedir. Bu yapilar lizerine ¢alismalar 6nem kazanmaktadir (29, 35, 33).



Timokinonun intravenéz (iv), periton igi (ip) ve oral yol dahil farkli
uygulamalarinin yer aldigi farmakokinetik ¢alismalar yapilmistir. Timokinonun
tavsanlarda iv ve oral uygulama ile farmakokinetik ozelliklerinin incelendigi
caligmada timokinonun iv uygulamayi takiben toplam klerensinin 7,19 mil/kg/dk ve
dagilim hacminin (Vss)700,9 ml/kg oldugu tespit edilmistir. Oral uygulama sonrasi ise
klerens degerinin 12,30 ml/dk/kg ve Vss ‘nin 5109,46 ml/kg oldugu ve yar1 6mriiniin
(t'%2) yaklasik 274 dk oldugu belirlenmistir. Timokinon iv 5 mg/kg uygulamada plazma
konsantrasyonu linear Kkinetik sergilemistir. Oral uygulamada eliminasyonu
incelendiginde yavas absorbe oldugu ve mutlak biyoyararlannminin diisiik oldugu
bulunmustur. Mutlak biyoyararlanim yaklasik %58 olarak bildirilmistir. Timokinonun
oral uygulamadan sonra yavas absorpsiyon ve hizli eliminasyon gdsteren bir bilesik
oldugu sonucuna vartlmistir (29, 33, 36).

Timokinon-protein baglanma orani tavsanlarda %99,19, insanlarda 98,99
olarak tahmin edilmektdir (29, 36).

Oral yolla alinan timokinon karacigerde karaciger enzimleri (DT-diaforaz
(kinin rediiktaz) ile metabolize edilerek hidrokinona indirgenir, hidrokinon konjiige

edilir ve daha sonra merkaptiirik asite doniistiiriilerek idrarla atilir (Sekil 2.2) (29, 33).
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2.1.4. Timokinonun Farmakodinamik Ozellikleri

Timokinonun etki mekanizmasi karmasiktir. Yapilan ¢aligmalarda
timokinonun birden fazla hedefi oldugu gosterilmistir (Tablo 2.1). (29, 14) Baslica
etkileri hiicre dongiisli ve ¢ogalmasi, anjiyojenez, apoptoz, migrasyon, invazyon ve

metastaz, inflamasyon ve oksidatif stres lizerinedir (29).

Hiicre dongii ve apoptoz iizerine etkisi

Timokinon hiicre dongiisiinii kontrol eden ve hiicre ¢ogalmasini diizenleyen
gen proteinlerin ifadesini ve/veya aktivitesini degistirebilmektedir. Timokinonun,
hiicre dongiistiniin farkli noktalarinda (G0/G1, G1/S G2/M) kanser hiicrelerini
6ldiirme yeteneklerine sahip oldugu bildirilmistir (29, 33, 37, 38).

Timokinon apoptotik ve antiapoptotik faktorleri ve kaspaz yolaklarini

diizenlererek kanserin baskilanmasinda 6nemli rol oynayabilir (29, 38, 23, 39, 40).

Antioksidan ve antiinflamatuvar etkileri

Timokinonun antioksidan 6zelliklerinde demir iligkili lipid peroksidasyonunu
engellemesi, toplam tiyol bilesen ve GSH diizeyini yiikseltmesi, radikal siipliriicti
olmasi, karaciger CYPIA1/A2 izozimlerinin aktivitesini engellemesi, iNOS
ekspresyonunu engellemesi, kinon rediiktaz, katalaz, stiperoksit dismutaz ve glutatyon
transferaz enzim iglevlerini arttirmasi ve hepatositlerde lipojenezi engellemesi baslica
sorumlu mekanizmalardir (29, 32).

Timokinon konsantrasyonuna bagli olarak antioksidan veya prooksidan 6zellik
gostermektedir. Timokinonun diisiik konsantrasyonlarinda antioksidan oldugu ancak
yiiksek konsantrasyonlarinda prooksidan olarak etki gosterdigi bildirilmistir. ROS
liretiminin bir sonucu olarak apoptoz olusabilir. Timokinonun apoptotik hiicre 6lim
mekanizmasinda, kendisinin oksidan 6zelliginin neden olabilecegi ileri stirilmektedir
(29, 41).

Timokinon ve benzeri semikinon radikallerinin kanser hiicrelerinde ROS
olusumuna neden olarak apoptozu indiikleyebildigi ileri siiriilmektedir (29, 42).

Timokinona bagli ROS olusumu hiicre canliliginin devamlili§i saglayan



genlerin diisiik ekspresyonuna, proapoptotik proteinlerde yapisal degisikliklere,
kaspaz 3 ve 9 aktivasyonu ile mitokondriyal membran potansiyel kaybimna, PARP
pargalanmasina ve kaspaz bagimli apoptoza neden olabilecegi diisiiniilmektedir (29,
43).

Tiimoriin biiylimesinde oksijen ve besin saglamada anjiyojenez Onemlidir.
Timokinonun antianjiyojenik etkisi gosterilmistir. Anjiyojenezde endotel hiicre gocii
Oonemli bir asamadir ve timokinon insan umblikal damar endotel hiicre gociinii,
yayilmasini ve tiip olusumunu etkili bir bigimde engellemektedir. Ayrica timokinon,
damar endotel biiyliime faktoriiniin selektif blokdrii olup hiicre ¢ogalmasi ve koloni
olusumunu engeller (29, 44).

Hiicreler, inflamasyon ve oksidatif strese karsi gelismis bir koruyucu sisteme
sahiptir. Corek otunun antioksidan etkileri birgok ¢alismada gosterilmistir (29, 45).

Timokinonun ¢esitli mekanizmalar ile gii¢lii bir antioksidan 6zellik sergiler.
Timokinon, siiper oksit anyonu, hidroksil radikali ve molekiiler oksijen gibi birgok
reaktif oksijen tiirlerinin siipiiriiclisii  6zelligindendir. Timokinonun hiicresel
antioksidan savunmay arttirarak ve sitoprotektif proteinleri aktive ederek ve/veya
ekspresyonunu indiikleyerek oksidatif stresi 6nledigi bildirilmektedir. Timokinonun
konsantrasyon-bagimli lipid peroksidasyonunu onledigi rapor edilmistir (29, 33, 45
46).

Bazi hastaliklarda ROS diizeylerinin yiikselmesinden kaynaklanan istenmeyen
etkileri timokinonun antogonize edebildigi ve bu 6zelligini timokinonun oksidatif
stresi azaltarak ve antioksidan savunmay1 arttirarak gosterebildigi bildirilmektedir.
Timokinonun antioksidan etki potansiyelinin, molekiil yapisindaki kinonun redoks
ozellikleriyle ve timokinonun fizyolojik bariyerlerden ve subseliiler kompartmanlara
kolay gecebilmesi ile iliskili olabilecegi 6ne siirtilmektedir (29, 33).

Glutatyon molekiilii karacigerde yliksek diixeyde bulunan ve hiicresel
koruyucu mekanizmalarda Onemli islevlere sahip bir molekiildiir. Gutatyonun
tikenmesi oksidatif stresin artmasina, toplam tiyol bilesenin azalmasina, protein
oksidasyonuna ve inaktivasyonuna, lipid peroksidasyonuna, kalsiyum hemostazinin
bozulmasina ve en nihayetinde hiicre 6liimiine neden olur. Timokinon uygulamasinin
malondialdehiti azalttigi, toplam tiyol bilesen ve glutatyon seviyesini arttirdigi ve

dolayisi ile oksidatif stresi azalttig1 bildirilmistir. Timokinon ile serbest radikallerin



azaltilmasi ile bu radikallerin DNA’ya saldirma olasiligini1 ve dolayisi ile kanser
olusum riskini diistirebilecegi one siiriilmektedir. Karaciger CYP1A1/A2 enzimlerinin
reaktif genotoksik radikal bilesiklerin olusumunda sorumlu oldugu bilinmektedir.
Timokinonun, CYP1A1/A2 izozimlerinin aktivitesini inhibe ettigi bildirilmistir (29,
32).

Timokinonun, parazitlerin neden oldugu karaciger hasarin1 azalttigi ve
antiparaziter etkisinde timokinonun antioksidan o&zelliklerinin sorumlu oldugu
gosterilmistir (29, 47).

Timokinonun iskemi-reperfiizyonla olusan karaciger hasarini azaltabilecegi
ileri siiriilmiistiir. Iskemi-reperfiizyonla CYP3A1 mRNA ekspresyonu, hem bdbrek
hem de karaciger dokusunda 6nemli derecede indiiklenmektedir. Timokinonun bobrek
dokusunda CYP3A1l ve spermidin/spermin N-1-asetil-transferaz (SSAT) gen
ekspresyonunu azaltarak iskemi-reperfiizyonla ile indiiklenen hasara Kkarsi
koruyabilecegi de gosterilmistir (29, 48).

Sican hepatositlerinde timokinonun terbutilepoksit ile olusan oksidatif strese
kars1 hiicre-i¢i glutatyon diizeyini arttirarak ve piridin niikleotid oksidasyonunu
onleyerek karaciger hiicre membran biitiinliiglinii koruyabildigi bildirilmistir (29, 49).

Timokinonun, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ekspresyonunu
azalttig1 ve glutatyon peroksidaz ve superoksit dismutaz dahil antioksidan enzim
diizeylerini arttirabildigi, ayrica, NADH diizeyini diislirerek karaciger hiicrelerinde
lipojenez inhibisyonuna yol agtig1 ve oksidatif strese karsi etkisi gosterilmistir (29,
50).

Timokinon oksidatif hasara kars1 birden fazla hiicre, doku ve organ tizerinde
koruyucu etkilere sahiptir. Timokinonun sisplatin, doksorubusin, gentamisin,
vankomisin ve civa kloriiriin neden oldugu bobrek toksisitesine, karbon tetrakloriir,
siklofosfamid, asetaminofen ve aflotoksin B1 ile indiiklenen karaciger hasarina ve
siklofosfomid ve doksorubisinle olusan kalp toksisitesine karsi koruyucu etkileri
bildirilmistir. Timokinonun siklofosfamid, toluen ve bleomisinle olusan akciger
hasarin1 diistirdiigii, benzopiren kaynakli mide tiimdr olusumlarini engelledigi ve
gentamisinle olusan ototoksisiteyi onledigi ve bu etkieri ile timokinonun Koruyucu
etkilere sahip oldugu yapilan birgok ¢alismada rapor edilmistir (29, 33).

Timokinonun uzun siireli toluenle indiiklenen norodejenerasyonu
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antiinflamatuvar ve antioksidan etki ile azaltabidigi gosterilmistir. Bunula birlikte
sigan beyin dokusunda radyasyonla olusan oksidatif strese karsi ¢orek otu ve

timokinonun antioksidan etki gosterdigi bildirilmistir (29, 51).

Antimikrobiyal etkisi

Timokinonun, Escherichia coli, Streptococcus feacolis, Straphylococcus
aureus, Peudomonas aeruginosa ve Bacillus subtilis dahil bazi bakteriyal suslara kars1
antibakteriyal aktivite gosterdigi ve Ozellikle gram pozitif koklara karst onemli
bakterisidal aktivite gosterdigi gosterilmistir. Ayrica Schistosoma mansoni ile enfekte
farelerde ¢orek otu yagi ve timokinonun antisistozomiazis etkisi bildirilmistir (29, 52).

Timokinon Mycobacterium tuberculosis’a karst antitiiberkuloz aktivite
gosterir. Ayrica Candida krusei, Candida albicans ve Candida tropicalis ve patojenik
dermatofit suslara (Trichopyton mentagrophytos, Microsporum canis gibi) karsi

antifungal aktiviteye de sahiptir (29, 53).

Antiinflamatuvar etkisi

Timokinonun antiinflamatuvar etkiye sahip oldugu yapilan bir¢ok ¢alismada
gosterilmigtir.  Timokinonun antiinflamatuvar etkilerinde siklooksijenazi ve
lipooksijenazi engellemesi, ROS olusumunu ve sitokin iiretimini azaltmasinin sorumlu
oldugu goriilmektedir. inflamasyon, siklooksijenaz (COX) ve lipooksijenaz (LO)
olmak iizere baglica iki enzim tarafindan diizenlenmektedir. COX yolunda
prostaglandinler (PG) sentezlenirken, LO yolunda ise lokotrienler (LT)
sentezlenmektedir. Timokinon, hem COX hem de LO yollarini inhibe etmektedir;
tromboksan B2 ve LTB4 olarak adlandirilan eikosanoid iiretimi giiglii bir sekilde
inhibe edilir. Timokinon, malondialdehit ve lipid peroksidasyon iiriinlerini, NF-kB
aktivitesini azaltarak sitokinlerin miktarini azaltir. Boylece inflamasyonu azaltir (29,
33, 54).

Yapilan calismalarda timokinonun antiinflamatuvar etkileri alerjik akciger
inflamasyonlu fare modelinde gosterilmistir. Timokinonun akcigerdeki inflamatuvar
hiicre infiltrasyonunu, Th2 sitokinleri ve akciger eozinofilisini azaltarak inflamasyonu
azalttigr gosterilmistir. Ayrica, serumdaki artmig olan IgG1l ve ovalbiimin (OVA)

spesifik IgE diizeylerini distirmiistiir. Timokinonun bronkoalveoler lavaj sivisinda
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IFN-y tretimi yiikselttigi ve IL-4, IL-5 ve IL-13 iiretimini azalttigi, LTC4 ve LTB4
tiretimini ve 5-lipooksijenaz ekspresyonunu azaltarak hava yolundaki inflamasyonu
azalttig1 gosterilmistir. Timokinon uygulanmasinin ayrica IgE, histamin ve sitokinlerin

seviyesini azalttigi gosterilmistir (29, 55).

Kansere karsi etkisi

Timokinonun ¢esitli kanser hiicrelerinde farkli molekiiler hedefleri
diizenleyerek antikanser etkisi gosterebilecegi ileri siiriilmektedir. Kanserde oksidatif
stres, nitrosatif stres ve inflamasyon olusumlarinin 6nemli oynadigi iyi bilnmektedir.
Timokinon hem antioksidan ve antiinflamatuvar etki ile oksidatif stresi azaltir ve
antioksidan enzimlerin ekspresyonunu ve aktivitesinin korur hem de apopitozu
indiikleyerek hiicreleri kanserden korur (29, 56, 18, 57).

Timokinonun ROS ile indiiklenen oksidatif DNA hasarini engelleyerek kanser
riskinin azaltabilir. Ancak, timokinonun superoksit anyon radikalleri olusturmasi
sonucu prooksidan 6zelligi ile DNA hasarina da yol agabilir. Timokinon zaman ve doz
bagimli olarak sitoplazmik vakuollerin olusumuna neden olur. Sitotoksik maddelere
maruz kalindiginda hiicreler kendilerini korumak {izere vakuollerdeki bu maddeleri
uzaklastirmak i¢in girisimde bulunur. Timokinon lizozom membran gegirgenligine ve
lizozomal proteazlarin sizintisina neden olarak apoptotik hiicre 6liimiinii indiikler (29,
56, 57).

Timokinonun, doksorubisin ve etoposid antikanser ilaglarina direngli insan
kanser hiicrelerinde sitotoksik etkisi rapor edilmistir (29, 14).

Timokinonun SW-626 kolon kanser hiicrelerinde antitiimor aktivite gosterdigi
rapor edilmistir. HepG2 karaciger kanser hiicrelerinde doz-bagimli timokinonun hiicre
cogalmasini azalttigi gosterilmistir ve antikanser aktiviteye sahip olabilecegi ileri
stiriilmiistiir. Sagikli insan intestinal FHs74Int hiicrelerine sitotoksik etki olusturmadan
bazi insan kolon kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini engelleyebildigi gosterilmistir (29,
14).
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Tablo 2.1. Timokinonun antikanser aktivitesinde ileri stiriilen mekanizmalar.

Mekanizmalar Etki
Timidinin inhibisyonu ile DNA sentezi hatasi Kanserli hiicre ¢ogalmasinin
engellenmesi

E2F-1 proteini ve androjen reseptdrlerin asagi-
regiilasyonu

Bcl-2 ve diger anti-apoptotik genlerin asagi-
regiilasyonu

Apoptotik gen (kaspaz-3,8,9 ve Bax) ifadesinin
yukari-regiilasyonu

AKT ve ekstraseliiler sinyal diizenleyen kinazin
aktivasyonunun 6nlenmesi

NF-kappa B aktivasyonunun inhibisyonu

SOD, CAT, GPx gibi antioksidan enzim
aktivitelerinin artmasi

Timor anjiojenez ve hiicre invazyonun
inhibisyonu

Kanserli hiicrelerde alfa-hederin aracili ROS
uretimini artirmasi

C-Jun NH(2)-terminal kinaz ve p38 mitojen-
aktive protein kinaz yolaginin aktivasyonu

Kanser hiicre apoptozu

Kanser hiicre 6liimii

Kanser hiicre apopitozu ve oliimii
Kanser hiicre 6liimii

Onkogen ekspresyonu ve kanser kontrolii
Artmis antioksidan enzim aktivitesi ile
kansere karsi hiicreleri korumasi
Metastaz inhibisyonu

Mitokondriyal fonksiyonlarin bozulmasi

ve apoptoza neden olur

Kanser hiicrelerinin apoptozu

Antihistaminik etkisi

Timokinonun bazofil ve mast hiicrelerinden salinan ve alerjik reaksiyonlardan

sorumlu bir otakoid olan histamin iiretimi ve/veya salinmasini inhibe edebilecegi

bildirilmistir Timokinonun histamin olusumu

indiiklenen farelerde histamini

diisiirerek alerjik konjunktivitin belirtilerini hafiflettigi rapor edilmistir. Ayrica,

timokinonun siganlarda histamin ve platelet aktive edici faktdr salimini inhibe ederek

asetik asit ile olusan koliti engelledigi gosterilmistir (29, 58, 59).

Hipolipidemik etkisi

Timokinonun antioksidan aktivitesi nedeniyle tavsanlarda yiiksek kolesterollii

diyet ile indiiklenen hepatik oksidatif stresi azalttig1 ve plazma kolesterol seviyesini

diistirdiigii gosterilmistir (29, 60).
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Timokinonun kolesterol ile beslenen tavsanlarda ateroskleroz gelisiminde
koruyucu etkiye sahip oldugu bildirilmistir ve timokinon hiperlipidemi ve ateroskleroz
olusumu 6nleyebilecegi diisiiniilmektedir (29, 61).

Timokinon sicanlarda 10mg/kg/giin tedavisi sonrasi total trigliserid, total

kolesterol ve bobreklerde lipid peroksidasyonu azalmistir (29, 54).

Antidiyabetik etkisi

Timokinonun yapilan Dbirgok invivo c¢alismada antidiyabetik —etkisi
gosterilmistr. Streptozosin ile indiiklenen diyabetik hamsterlarda 30 giin boyunca 50
mg/kg/giin oral timokinonun verilmesinde hizli kan glukoz artisin1 ve glikozlanmis
hemoglobin seviyesini 6nemli derecede azalttigi gosterilmistir. Timokinonun bu
etkisinin insiilin etkisine dogrudan bagimli olmadig1 ve glukoneojenik enzimlerin
sentezinin baskilanmasiyla glukoneojenezi azaltarak etki gosterdigi bildirilmistir (29,
62).

Timokinonun (80 mg/kg) sicanlarda oral yolla 6 hafta uygulanmasinin plazma
glukozunda 6nemli azalma ve insiilin seviyesinde artma ile sonuglandigi gosterilmistir
(29, 63).

Timokinonun streptozosin ile indiiklenen diyabetik siganlarda COX-2
enzimlerinin ekspresyonu, lipid peroksidasyonu ve MDA seviyelerindeki artisi

engelledigi ve pankreatik dokuda SOD seviyesini arttirdig1 gosterilmistir (29, 64).

Kalp, karaciger ve bobrek iuizerine etkileri

Corek otu yagimin ve timokinon {iizriene yapilanin vivo c¢aligmalarda kalp,
karaciger, bobrek ve mide {izerine olusmlu etkileri rapor edilmistir. Farelerde ¢corek
otu yaginin siklosporin A’nin neden oldugu doku hasarini kalp ve bobrek dokusunda
stiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz enzim aktivitelerini arttirarak ve
MDA, nitrik oksit ve protein karbonil seviyelerini diisiirerek azaltabildigi bildirilmistir
(29, 65).

Timokinonun karacigerde koruyucu etkisi bazi ¢alismalar ile bildirilmektedir.
Timokinonun antioksidan ve antiinflamatuvar etkileri ile ¢esitli hasar verici
maddelerin neden oldugu karaciger toksisitesini azaltabilecegi gosterilmistir (29, 49,

66, 67).
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Karbon tetrakloriirle indiikelen karaciger hasarina karsi1 100 mg/kg dozda
timokinonun oral uygulanmasinin 6nemli koruyucu etki gosterdigi, karaciger
dokusunda non-enzimatik lipid peroksidasyonunu engelledigi ve olusan toksisiteye
kars1 koruyucu olabilecegi rapor edilmistir (58, 66).

Timokinonun sican hepatositlerinde tert-butil hidroperoksit indiiklenen
hepatotoksisiteyi intraseliiler glutatyon tiikkenmesini Onleyerek, hiicre membran
biitiinliigiinii koruyarak ve ALT ve AST’nin sizintisin1 azaltarak Onleyebildigi
gosterilmistir (29, 49).

Timokinon asetaminofenle indiiklenen hepatotoksisiteyi farelerde daha az
nitrat/nitrit olusturarak ve nitrik oksit iiretimini engelleyerek azaltmistir (29, 67).

Timokinonun c¢esitli patojenik durumlarda bdbrek iizerinde koruyucu etkileri
vardir. Timokinon oksidatif stresi ve inflamasyonunu azaltarak toksik maddelerin
neden olabilecegi bobrek hasarini azaltabilecgi veya engelleyebilecegi bildirilmektedir
(29, 68, 69).

Timokinonun siganlarda mitokondriyel olaylar1 diizenleyerek ve ATP
tiretimini arttirarak gentamisin ile indiiklenen nefrotoksisiteyi azalttigi bildirilmistir
(29, 68).

Timokinonun vankomisin ile indiiklenen bobrek hasarina karsi kan serum iire
nitrojen, kreatinin ve MDA seviyelerini diisiirerek ve bobrek dokusunda siiperoksit
dismutaz ve glutatyon peroksidaz enzim ktivitelerini yiikselterek koruyucu etki
gosterebilecegi bildirilmistir (29, 69).

Timokinonun siiperoksit dismutaz ve katalaz enzim aktivitesini ve MDA
seviyelerini diizenleyerek pyelonefritin neden oldugu oksidatif hasara kars1 bobregi

korudugu bildirilmistir (29, 70).

Mide bagirsak sistemi iizerine etkisi

Timokinonun mide-bagirsak sistemi lizerine koruyucu etkisinin oldugunu
gosteren birgok ¢alisma mevcuttur. Timokinon mide mukozasinin asit-baz dengesini
koruyarak mide lezyonlarin1 6nleyebilecegi ileri siiriilmektedir. Timokinonun mide
disfonksiyonu ve mide iilserlerinde GSH seviyelerini ve SOD aktivitesini arttirarak,
MDA diizeyini ve MPO aktivitesini azaltarak antioksidan 6zelligine bagh koruyucu

etkisi olusturabilecegi diistinilmektedir. Timokinonun midede proton pompasi
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(H+/K+- ATPaz) inhibisyonu gosterilmistir. Timokinon, midede oksidatif hasari
azaltarak lipid peroksidasyonu engelledigi ve glutatyon ve siiperoksit dismutaz
tilkenmesini 6nledigi gosterilmistir. Tiim bu mekanizmalar ile timokinon normal mide

mukozal bariyer biitiinliiglinde koruma saglamaktadir (29, 45).

Sinir sistemi iizerine etkisi

Timokinonun sinir sitemi {izerine koruyucu etkileri bulunmaktadir.
Timokinonun sican birincil hipokampal ve insan indiiklenmis pluripotent kok
hiicreden kaynak alan n6ron hiicrelerinde koruyucu etkileri gosterilmistir (29).

Timokinonun MPP+ ve rotenon toksisitesinde kiiltlire edilmis dopaminerjik
TH immunoreaktif hiicreleri korudugu ve timokinonun antioksidan 6zelliklerinin bu
durumda 6nemli rol oynadig1 goriilmistiir (29, 71).

Timokinonun diyabetik sicanlarda norepinefrin ve dopamin seviyelerini
azalttig1, serotonin seviyelerini yiikselttigi, oksidatif stresi ve noropatiyi engelledigi
gosterilmistir (29, 72).

Alzheimer hastaliginin patogenezinde beta-amiloid (AB) peptidler énemli rol
oynar. Timokinonun ROS iiretimini baskilayarak A ile indiiklenen toksisiteye ve
sinaptik fonksiyonlarin bozulmasina karsi koruyucu olabildigi bildirilmistir (29).

Timokinon, GABAerjik ve nitrierjik modiilasyon araciligiryla anksiyolitik
aktiviteya sahiptir. Strese maruz kalan farelerde 20 mg/kg dozda timokinonun, plazma
nitrit diizeyinde azalma ve beyin GABA igeriginin azalmasmin engellenmesi ile
anksiyolitik olusturdugu ve timokinon antidepresan etkiler gosterebilecegi

bildirilmistir (29).

Ureme sistemine iizerine etkisi

Timokinonun iireme sistemi {izerine koruyucu etkileri vardir. Akut bakteriyal
prostatitte timokinon uygulanmasinin artan MDA ve nitrik oksit seviyelerini
diistirdiigii, stiperoksit dismutaz ve ve glutatyon peroksidaz enzim aktivitesini
diizenledigi bildirilmistir (29).

Timokinon, antioksidan ve antinflamatuvar etkisi ile kadmiyumla indiiklenen
serum testosteron diislislinii azaltmistir, testis glutatyon ve siiperoksit dismutaz enzim

aktivitelerini ylikseltmistir. Bununla birlikte, testiste yiikselen MDA, nitrik oksit ve
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kadmiyum iyon seviyeleri dismiistiir. Timokinon testis dokusunda kadmiyum ile
indiiklenen iNOS, TNF-a, COX-2 ve NF-kB’nin ekspresyonunu azaltmistir (29, 60).

Timokinonun kursun ile indiiklenen sican testis islev inhibisyonuna karsi
diizeltici etkileri gosterilmistir. Timokinon, kursun ile indiiklenen testis steroidojenik
ve spermatojenik islev bozuklugunu onlemistir. Timokinon, kursun ile birlikte
uygulandig1 zaman diisiik plazma seviyesini 6nemli derecede arttirmistir ve kursundan

kaynaklanan epididimal sperm sayisint azalmistir (29, 73).

Antinosiseptif etkisi

Corek otu ve timokinonun antinosiseptif etkiye sahip olabilecegi ileri
stiriilmektedir. Corek otu yaginin oral uygulanmasi, farelerde nosiseptif uyaranlarin
olusturdugu agriya karsi baskilayici etki gostermistir. Timokinonun doz-bagiml
antinosiseptif etkileri gosterilmistir. Timokinonun santral mekanizmalar araciligiyla
antinosiseptif aktivite gdsterebildigi ve timokinonun ¢érek otu yaginin antinosiseptif
etkisinde sorumlu olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica timokinonun antinosiseptif

etkisinde antiinflamatuvar etkisinin de rol olabilecegi bildirilmistir (29).

Solunum yolu iizerine etkisi

Corek otu tohumlar1 astim ve dispne dahil solunum yolu problemlerini
diizeltici etkilere sahiptir. Timokinon sicanlarda akut respiratuvar sendromu
tedavisinde faydali bulunmustur (29, 74).

Timokinonun siklofosfamid, toluen, bleomisin ile olusabilen akciger hasarini
azaltabildigi gosterilmistir. Timokinonun siganlarda bleomisinle olusan ipulmoner
fibrozu azalttigi, hava alveollerinde amfizemi, inflamatuvar hiicre infiltrasyonunu,
bronsiyol lenfoid hiperplastik hiicre aktivasyonunu akciger dokusunda NF-«B yiiksek-
ekspresyonunu engelledigi ve GST ve siiperoksit dismutaz enzim aktivitesini normal
degerlere diizelttigi bildirilmistir (29, 75).

Timokinon akcigerde alerjik yanitta antiinflamatuvar etkisine bagli koruyucu
ozellik gosterir. Brongiyal astim, kronik hava yolu inflamasyonu ile karakterize bir
hastaliktir ve 10kotrienler astim patolojisinde rol oynayan etkili inflamatuvar
mediyatdrlerdir. Yapilan ¢caligmada timokinonun, 16kotrien biyosentezinde ana enzim

olan 5-lipoksijenaz ekspresyonunu inhibe ederek LT-B4 ve LT-C4 seviyelerini
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diizenlendegi gosterilmistir (29, 55).

Kemik metabolizmasi iizerine etkisi

Timokinonun, in vivo ¢alismalarda kemik metabolizmasi, kemik olusumu ve
kemik iyilesmesi iizerinde olumlu etkileri bulunmaktadir. Timokinonun
antiinflamatuvar mediatorlerin uyarilmasi ve proinflamatuvar mediayatorleri inhibe
ederek kikirdak/kemik dokuda koruyucu etkilere sahip olabilecegi ongoriilmektedir
(29, 76).

Femoral defektli hayvan modelinde timokinonun uzun siireli verilmesinde
osteoklast sayisini azaltarak ve osteoblastik aktiviteyi arttirarak kemik iyilesmesini
olumlu yonde etkiledigi gosterilmistir. Timokinon osteoblastlar i¢in erken belirteg
olan kemige spesifik alkalen fosfataz, osteoblast farklilagsma gostergesi osteokalsin ve
osteopontin dahil osteoblastlarin olgunlagsmasi ile iliskili genlerin ekspresyonunu
indiiklemistir. Timokinon ERK (extracellular signal regulated kinase) sinyal
yolaginin aktivasyonu ve kemik morfo genetik proteini-2 ekspresyonun artistyla hiicre
olgunlagmasini etkilemistir (29, 56).

Timokinonun (10 mg/kg) siganlarda sistemik uygulanmasinin kemik
olusumunu hizlandirabilecegi ileri siirilmiistiir. Antioksidan etkisi ile kemik
olusumunu arttirabilecegi ongodriilmektedir. Timokinon, ROS iiretimi ve kemik
erimesine neden olan osteoklast aktivitesine ve osteoklast oncii maddelerinin
farklilasmasina neden olan proinflamatuvar sitokinlerin (IL-1a, IL-6 ve TNF-a)

seviyesini azaltmistir (29, 33).

2.1.5. Timokinonun Toksisitesi
Akut toksisitesi

Timokinon toksisitesi iizerine yapilan in vivo g¢alismalarda, toksik etkileri
ancak cok yiliksek dozlarinda gosterilebilmistir. Corek otu tohumu ve yaginin

toksisitesi diisiik kabul edilir (29, 33, 77).

Oral yol LD50 degeri timokinonun farelerde 2.4 mg/kg ve 870,9 mg/kg olarak
ve siganlarda 794.3 mg/kg rapor edilmistir. Yiiksek dozda timokinonun akut

uygulanmasi (2 g/kg ve 3 g/kg) hipoaktiviteye ve solunum zorluguna neden olmustur.
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Akut uygulamada timokinon kaynakli 6liim ilk 3 saat i¢inde meydana gelmistir ve 24
saate kadar daha fazla 6liim gozlenmemistir. 24 saat timokinon (2 veya 3 g/kg, oral
yol) uygulamasindan sonra akut tedaviyi takiben, hayatta kalan hayvanlarda kalp,
karaciger ve bobreklerde GSH diizeyi 6nemli 6l¢lide azalmistir. Plazma ALT, LDH ve
CPK aktiviteleri ve iire ve kreatinin plazma konsantrasyonlar1 onemli Olgiide
ylkselmistir. Sicanlarda timokinonun 10-100 mg/kg dozlarda oral alimda akut toksik
ve letal etkiler gostermedigi bildirilmistir (29, 78, 33).

Ayrica uygulama yolu timokinonun toksisite sonuglarini etkiler. Uygulama
yoluna gore LD50 degeri degismektedir. Buna goére timokinonun oral

biyoyaralaniminin diistik oldugu goriilmektedir (29, 33, 78, 79, 80, 81).

Tablo 2.2. Timokinon ve ¢orek otu yaginin LD50 degerleri

Deney Hayvani Uygulama Yolu LD50

Timokinon Sican oral 794,3 mg/kg
Timokinon Fare oral 870,9 mg/kg
Timokinon Fare oral 2,4 g/kg
Corek otu yagi Fare oral 28,8 ml/kg
Corek otu yagi Fare ip 2,06 mL/kg
Timokinon Sican ip 57,5 mg/kg
Timokinon Sican ip 10 mg/kg
Timokinon Fare ip 104,7 mg/kg
Timokinon Fare ip 90,3 mg/kg

Yiiksek doz timokinonun viicutta biyotransformasyona ugramasi esnasinda
olusan reaktif oksijen radikalleri arttirabilecegi, antioksidan enzimleri tiiketebilecegi

ve oksidatif stres kaynakli hiicre hasarina neden olabilecegi diistiniilmektedir (29, 82).
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Tekrarh doz toksisitesi

Sicanlarda iireme toksisitesi yoniinden NOAEL (yan etki gozlenmeyen doz)
degeri ip 15 mg/kg’dir (29, 83).

Maksimum tolare edilen doz (MTD) ip enjeksiyonda erkek sicanlarda 22,5
mg/kg, disi siganlarda 15 mg/kg, oral alimda erkek ve disi sicanlarda 250 mg/kg olarak
bildirilmistir (29, 33).

Timokinonun fareler iizerinde 90 giinliikk bir subkronik toksisite ¢alismasi,
icme suyunda 100, 200 ve 300 ppm'lik doz seviyeleri ile gergeklestirilmistir.
Hesaplanan ortalama giinliik timokinon dozlar1 30, 60 ve 90 mg/kg/giindiir. 90 giinliik
subkronik deneyde, timokinon farelere nispeten yiiksek dozlarda uygulanmistir.
Timokinon doku GSH ve plazma biyokimyasal parametreleri dahil olmak iizere
herhangi bir 6nemli toksisite gostermemistir. Timokinon karaciger, bobrek ve kalpte
GSH seviyeleri tizerinde olumsuz bir etkisi gostermemistir. Ayrica farelerde anormal
davranig veya toksisite olusturmamistir. Mevcut verilere dayanarak, timokinonun
farelerde iyi tolere edildigi gosterilmistir. Timokinonun toksisitesi diisiik kabul
edilmistir. Timokinonun akut toksisitesi ¢ok diisiiktiir ve genellikle sitoprotektif dozun
yaklagik 12 kat1 dozlarda igme suyunda subkronik olarak verildiginde iyi tolere
edildigi sonucuna varilmistir (84, 85).

Timokinonun anti-anjiojenik etkisi nedeniyle hamilelikte kullanimmin
sakincali oldugu ileri stiriilmiistiir. Uterus diiz kas kasilmasini sican ve kobaylarda
konsantrasyona bagimli inhibe ettigi gosterilmistir. Oral ve dermal maruziyetinde
giivenliligine dair bilgi olmadigindan hamilelikte ve emzirme doneminde kullanimi
sakincalidir (29, 86).

Timokinonun temas alerjen oldugu bildirilmektedir (29).

2.1.6. Timokinonun Kanser Tedavisindeki Yeri

Kanser, hiicrelerin mutasyona ugrayarak yeterli derecede farklilagsmaksizin,
kontrolsiiz ve hizli bir sekilde boliinmeleri ile kendini gosteren patolojik bir durumdur.
Kanser esas olarak (%85-90) cevresel kanserojenler (kanser yapicilar) sonucu ortaya
cikar. Kalitimin rolii %10-15"1 gegcmemektedir. Cevresel kanserojenler kimyasal,

fiziksel, hormonal ya da baz1 enfeksiyon ajanlari olabilir. Bunlarin listesi Fransa’da
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Lyon sehrinde bulunan IARC kurumu tarafindan her yil giincellenmektedir (87).

Kanserli dokularda sadece kanser hiicreleri bulunmaz, farkli bir¢ok hiicre ve
doku tipi, kanser hiicreleri ile bir aradadir. Bdylece, kanser mikro-gevresi olarak
tanimlanan, kanser hiicrelerini ¢evreleyen ve normal hiicrelerden olusan oldukca
kompleks doku tipi ortaya ¢ikar. Mikro ¢evrenin yapisinda, kanser hiicrelerinin yani
sira, multipotensiyal stromal hiicreler/ mezensimal hiicreler, endotel hiicreleri,
fibroblastlar ve immun hiicreleri gibi normal genetik yapiya sahip stromal hiicreler,
ekstraselliiler matriks ve biiytime faktorleri, sitokinler ve kemokinler gibi sekresyon
tirtinleri yer alir. Kanser hiicreleri ile mikrogevre arasindaki siki bir iliski vardir, bu
iliski iki yonliidiir ve birbirlerini diizenler. Kanserli dokularin mikrogevresi kanserin
baglama ve ilerleme asamasinda, tedaviye cevap olusturmada ve metastaz gelisiminde
onemli rol oynar (88).

Kanser gelisiminde rol oynayan genom degisiklikleri mutasyonlarla sinirlt
olmayip epigenetik degisiklikler de sorumludur. Bu konuda en ¢ok ¢alisilan konu
DNA’daki hiper veya hipo metilasyon olaylaridir (87).

Hiicreler, gevresel faktorlerin hiicre DNA’nin iglevsel birimleri olan genlerde
olusturdugu degisiklikler neticesinde kontrolsiiz olarak ¢ogalmaya baslarlar. Bu
olusum komsu dokulara ve uzak organlara yayilabilir. Anormal hiicrelerin kontrolsiiz
biiylime ve yayilma 6zelligine sahip olmasi ile kanser hastalig1 ortaya cikar. Kanser
hastaliginin ortaya c¢ikabilmesi i¢in tek basina kontrolsiiz ¢ogalma yeterli olmayip
hiicrenin invazyon ve metastaz gibi diger kotii huylu 6zellikleri de kazanmasi gerekir
(89, 90, 91).

Hiicre siklusu kontrol noktalarinda degisimler kanser gelisimine neden olabilir.
Kanser gelisiminde tiimor baskilayici fonksiyon, DNA onarimi ve apoptoz kritik
onemli olaylardir. Hiicre siklusunda yer alan siklinler ve siklin bagimli kinazlar, timor
baskilayici genler tizerindeki etkileri ile hiicreleri biiylime ve ¢cogalmay1 diizenler ya
da hiicrelerin 6liimiine neden olur (87, 92).

DNA molekiiliindeki baz delesyonlari, zincir kiriklari, inversiyon gibi
mutasyon adi verilen yapisal degisiklikler sonucunda DNA ’nin replikasyonu, genlerin
transkripsiyonu ve translokasyonu veya aktivasyonunda degisiklikler meydana gelir.
Yapt ve fonksiyonundaki degisiklikler sonucu ekspresyonlarindaki ya da

aktivitelerindeki diizenlemenin bozulmasiyla kanser olusumunu kolaylastiran bu



21

genlere onkogen adi verilir. Onkogenler genellikle mutasyon ya da baska nedenlerle
yeni bir islev veya aktivite kazanarak otozomal dominant etki gosterirler. Normal
hiicrede ¢ogalmanin kontrolii i¢in gerekli olan ve hasara ugradiklar1 veya ortadan
kalktiklar1 zaman hiicrenin kontroliiz cogalmasina neden olan ve otozomal resesiflik
gosteren genlere de tiimor siipressor genler denir. Onkogenlerin aktivasyonu ve timor
stipresor gen inaktivasyonlari, hiicrenin kontrolsiiz ¢ogalmasi, invazyon ve metastaz
yetenegi kazanmasi gibi malign 6zellikler kazanmasina neden olur (89, 90, 93, 94).
Hiicre dongiisiinde birgok kontrol noktasi tanimlanmistir. Bu kontrol noktalari,
hiicre dongiistiniin bir sonraki asamaya ge¢gmeden Onceki kontroldiir. Bu noktalar
hiicre siklusunun ilerlemesini durdurabildigi gibi, gerekli olan durumlarda apoptozu
da baslatabilir. Ozellikle hiicre siklusu kontrol noktalarinda etkili olanlar Timéor
baskilayici genler ve DNA onarim genleri hiicre dongiisii esnasinda ortaya ¢ikabilecek
genetik hasarlar1 engelleyebilir veya hasara ugrayan hiicrelerin apoptozuna neden

olarak kanserli hiicrelerin ortaya ¢ikmasini onlerler (89, 91).

Kanserin toplumdaki yeri

Kanserin toplumdaki yeri cografi kosullar, cinsiyet, yas, sosyoekonomik
durum ve mesleki faaliytlere bagli degismektedir (95).

Kanser siklig1 bolgelere, iilkelere hatta ayni lilkenin farkli yerlesim yerlerine
gore degismektedir. Bunun nedeninin kalitim ya da ¢evresel risk etmenleri olabilecegi
diistiniilmektedir (95).

Kanser siklig1 ve tiirleri cinsiyete gore farkliliklar gostermektedir (Sekil 2.3).
(95).
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ERKEK KADIN
Trakes Brons Akcider 53.8 415 Meme
Prostat Tiroid
Kolorektal Kolorektal
Mesane Uterus Korpusu
Mide Trakea Brons Akciger
Non-Hodgkin lenfoma Mide
Larinks Over
Biorek Non-Hodgkin lenfomz
Tiroid Uterus Serviksi

Pankreas Beyin, sinir sistemi

Sekil 2.3. Tiirkiye’de en sik goriilen ilk 10 kanser, 100.000 kiside, 2015.

Genel olarak  kanser riski yasla  Dbirlikte artmaktadir  (95).

Sosyoekonomik diizeyi diisiik olan bireyler kanserin temel riskleri daha fazla
goriiliir. Bu bireyler yetersiz ve dengesiz beslendiklerinden dolay1 enfeksiyonlara
yatkindir. Bu enfeksiyonlar kanser olusumuna yol agabilir. Ayrica sosyoekonomik
diizeyi diisiik olan bireyler saglik hizmetlerine daha az ulasir ve bu nedenle kansere
yakalanan bu bireylerin hastaliklar1 ilerler (95).

Kanser olusumunda mesleksel etmenlerin etkisi ilk olarak 1775 yilinda Pott
tarafindan, baca temizleyiciligi ve skrotum kanseri iligkisinden yola ¢ikarak ortaya
atilmistir. Yapistiricilar igindeki ¢oziiciide bulunan benzen l6semiye, asir1 giineste
kalma (UV radyasyonu), agik havada ¢alisanlarda cilt kanserine, hepatitis B-C ile
saglik c¢alisanlarinda karaciger kanserine, asbest endiistrisi ¢alisanlarinda
mezotelyoma ve akciger kanserine neden olmaktadir (95).

2012 yilinda Diinya’da toplam 14,1 milyon yeni kanser vakas gelismistir. Bu
sekilde kanser artis hizinin devam etmesi durumunda, Diinya niifusunun artisina ve
niifustaki yaglanmaya bagli olarak yeni kanser vakalarinin yirmi yilda %70 oraninda
artmast beklenmektedir. 2015 yilinda 8,8 milyon kansere bagli 6liim meydana
gelmistir.6 oliimden 1’1 kanserden kaynaklanmaktadir. Kanserden kaynaklanan
oliimlerin yaklasik %70'inin diistik ve orta gelirli tilkelerde oldugu goriilmiistiir (95).

Diinyada kadinlarda en sik goriilen kanser tiirii meme olup, serviks kanseri
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ticiincii sirada yer almaktadir (Tablo 2.3) (95).

Tablo 2.3. Kadinlarda en sik goriilen kanser tiirleri

DUNYA TURKIYE

1.Meme 1. Meme

2.Kolerektal 2. Tiroid

3.Serviks 3. Kolerektal

4.Akciger 4. Uterus

5.Uterus 5. Akciger

Globocan 2012 Kanser Daire Baskanligi 2015 yil1 verileri

Kanser tedavisinde timokinonun yeri

Birka¢ caligma, timokinonun farkli biyokimyasal, molekiiler ve fizyolojik
yollar1 hedefleyerek kanserler de dahil olmak iizere ¢esitli hastaliklarin 6nlenmesi ve
tedavisinde onemli aktivitelere sahip oldugunu gdstermistir (96, 15).

Timokinon, Bax / Bak gibi proapoptotik genleri ve proteinleri yukari yonde
regiile edebilir veya kaspaz yolunu modile eder, ayrica Bcl-2, Bcl-xL gibi
antiapoptotik genleri ve proteinleri asagi yonde regiile edebilir ve bdylece kanser
hiicresi biiylimesini kontrol edebilir (97).

Ayrica, timokinonun, p53, peroksizom proliferator ile aktive edilmis reseptor
(PPAR) -v, fosfataz ve tensin homologu (PTEN) ve sinyal gibi diger ¢esitli molekiiler
hedeflerin aktivitesine ve ekspresyonuna ve transkripsiyon aktivatorii (STAT) 3 ve
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretilmesi miidahale ederek apoptoza neden oldugu da
yapilan ¢alismalarda agiklanmistir (97).

Bazi tiimor baskilayict genlerin ve proteinlerin timokinon tarafindan asir
eksprese edildigi veya aktive edildigi bulunmustur; 6rnegin p53, PTEN, p21, p27 ve
meme kanseri tip 1 duyarlilik proteini (BRCA1). Ayrica arasinda fosfoinositid 3 kinaz
(PI3K) / Akt ve mitojenle aktiflestirilen protein kinaz (MAPK) gibi baz1 onkojenik

sinyal molekiilleri ve yollarmin / ERK, timokinon tarafindan inhibe edildigi
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bulunmustur (15, 48, 24, 98, 25, 99).

Kanser hiicresi biliyiimesini dnlemeye ek olarak, timokinon farkli molekiiler
yollar1 hedefleyerek kanser hiicresi metastazini kontrol etme potansiyeline sahiptir.
Omegin timokinon, fokal adezyon kinazim1 (FAK) asagi regiile edereck ERK

fosforilasyonunu ve matris metaloproteinaz (MMP) sekresyonunu azaltir (100).

Timokinonun antikanser aktivitesinin epigenetik mekanizmasi

Genetik ve epigenetik degisiklikler, kanserin ayirt edici 6zelligi olan anormal
gen ekspresyonuna ve protein fonksiyonuna neden olur. Dogal bilesikler, kanser
Oonleme ve tedavisinde miikemmel adaylardir, ¢iinkii bilimsel arastirmalar, bu
bilesiklerin, genetik veya epigenetik makinelere miidahale ederek genetik ifadeyi
dogrudan veya dolayli olarak hedefleyebilecegini ve diizenleyebilecegini gostermistir
(102).

Timokinon, umut verici bir antikanser molekiiliidiir ¢iinkii histon asetilasyonu
veya deasetilasyonu ve DNA metilasyonu veya demetilasyon gibi kanser hiicrelerinin
epigenetik Ozelliklerinin modiilasyonu dahil olmak iizere karsinogenezde yer alan

farkli hiicre sinyal yollarin1 hedefleyebilir.

1. Histon asetilasyonu/deasetilasyonu

Timokinonun kanser hiicrelerindeki toplam hiicresel HDAC aktivitesini
gelistirebilecegi aciktir (102).

HDAC ler genellikle MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde asir1 eksprese edilir
ve timokinon, histonlarin asetilasyonunu indiikleyerek ve histonlarin deasetilasyonunu
inhibe ederek apoptozu giiclii bir sekilde indiikleyen bir HDAC inhibitorii (HDACh)
olarak islev gorebilir. Ayrica, timokinon HDAC hedef genlerini (p21 ve Maspin)
yeniden aktive ederek Bax'in (proapoptotik gen) yukari yondeki regiilasyonunu ve
Bcl-2'nin (antiapoptotik gen) asagi yondeki regiilasyonunu indiikler, bdylece hiicre
dongiistiniin fazini durdurur (39, 103).

Lu ve ark. Timokinonun, SIRT1' aktive ettigini ve kardiyomiyositlerde p53
asetilasyonunu baskiladigini bildirmislerdir (104).

Velagapudi ve ark. timokinonun, AMPK ve SIRT1'in aktivasyonu yoluyla

BV2 mikroglia i¢indeki néroenflamasyonun aktivasyonunu inhibe ettigini bildirmistir
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(105).

Timokinonun hiicresel ROS olusumunu azalttigimi ve SIRT1'in niikleer
birikimini arttirdigint ve NAD+'y1 arttirdigin1  gostermislerdir. NAD+/SIRT1 ve
AMPK'nin aktivasyonu muhtemelen FOXO3a gibi hedef proteinlerin deasetilasyona

bagli aktivasyonuna ve BV2 mikroglia'sinda noroinflamasyonun inhibisyonuna

katkida bulunur (105).

2. DNA metilasyonu/demetilasyonu

Timokinon, DNA'daki metilasyon isleminin bir modiilatorii olarak onerilmistir
ve ilging bir sekilde, timokinon muhtemelen bir metilasyon ve bir metilasyon maddesi
olarak iglev gorebilir (22).

Birgok in vitro ve bazi in vivo ¢aligsma, timokinonun, DNMT1'in enzimatik
merkezini hedefleyerek ve baglayarak ve/veya DNMTI transkripsiyonunun
bozulmasini indiikleyerek epigenetik siireglere miidahale edebilecegini gostermistir
(106, 107).

Timokinonun DNMT 1'in katalitik bdlgesine baglandig1 ve sonucta DNA’nin
metilasyonunun azalmasina neden olan Spl-miR29b dongiisiine miidahale yoluyla
asagl regiilasyonuna sagladigi kanitlanmistir (106, 107).

Pang ve ark. 16semi hiicrelerini timokinona maruz birakmis ve DNMTI1
promotdriinden Spl— NF-complexB kompleks ayrismast yoluyla DNMT1'in asagi
regiilasyonunun, koloni olusumunda bir azalmaya ve kaspaz aktivasyonu ile hiicresel
apoptozun artmasina neden oldugunu bulmuslardir. In vivo ¢alisma ayrica, timokinon
uygulamasinin ldsemi tastyan farelerde 16semi regresyonunu indiikledigini ve akciger
ve karacigerde metastazi inhibe ettigini gostermistir (107).

Timokinonun DNMT]1 ile baglanma ve ekspresyonunu baskilama yoluyla
DNA'in metilasyonunu indiiklediklerini ve DNA hipometilasyonu ile hareket eden
16semi terapisinde yeni bir bilesik olarak timokinonun gdsterildigini 6ne stirmiislerdir
(107).

Ilging bir sekilde, Twist] promotdriiniin metilasyonunun, baz1 hiicre hatlarinda
timokinon tedavisi ile arttirildigr bulunmustur ve timokinonun, Twist1'i epigenetik bir

mekanizma ile (yani Twistl promotdriiniin hipermetilasyonu) diisiirme olasilig1 vardir

(108).
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UHRF]1 varsayilan bir onkojendir ve UHRF1'in yukari regiilasyonu, kanser
hiicrelerinin, hiicre ¢ogalmasi sirasinda promotdr hipermetilasyonlar1 yoluyla timor
baskilayic1 genlerin patolojik baskisini siirdiirmelerine yardimci olur. UHRFI,
genellikle timor baskilayic1 genlerin metillenmis promotorlerini tanir ve baglanir
DNMT1 ile etkilesime girerek UHRF1 timor baskilayict genlerin ekspresyonunu
diizenler (40, 109).

Timokinonun, UHRF1 ekspresyonunu inhibe ettigi ve muhtemelen bu 'yanlis'
epigenetik kodu, DNA demetilasyon islemi yoluyla kanser hiicrelerindeki epigenetik
entegrator UHRF1'i hedefleyerek onarabildigi bulunmustur. Ayrica, timokinon,
UHRF1'1 hedefleyen p73'e bagli mitokondriyal sinyal ve hiicre dongiisii kontrol
noktalarini aktive eder (110).

Yakin tarihli bir ¢alisma, timokinonun DNMT1,3A, 3B, G9A, HDAC1,4,9,
KDMI1B, KMT2A, B, C, D, E ve UHRF1 gibi baz1 6énemli epigenetik proteinlerin
ekspresyonunu Jurkat hiicrelerinde azalttigini ve ayrica MDA-MB-468 meme kanseri
hiicrelerinde DNMT1, G9a ve HDAC1'in ekspresyonunu da azalttigini gostermistir
(111).

3. miRNA'lar1 diizenleme

Status epileptikus (SE) si¢anlarinin hipokampal bolgesinde genellikle yiiksek
oranda eksprese edilen bir bagka microRNA, miR146a, NF-kB aracili inflamatuvar
sitokinlerin inhibisyonunda rol oynar ve timokinon tedavisinin miR146a
ekspresyonunu asagi regiile ettigi ve bodylece NF-KB yoluna miidahale ederek
inflamatuvar reaksiyonlari sinirlandirabildigi bulunmustur (112).

Bagka bir ¢alismada ise timokinon, nanopartikiillere (PEG4000-Tqg-Nps)
kapsiillenmis ve etkileri meme kanseri hiicre metastazinda gozlenmistir (26).

Deneysel sonuglar, timokinonun neden oldugu artmig miR34a ekspresyonunun
yan1 sira, Racl ekspresyonunun inhibisyonu yoluyla sitoskeletal aktin
polimerizasyonunun asagi regiilasyonundan kaynaklanabilecek giiclii bir antimigrator

etkisinin oldugunu gostermistir (26).
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2.1. Etoposid

2.2.1. Etoposidin Fizikokimyasal Ozellikleri

Etoposid, kimyasal yap1 olarak podofillotoksine benzer (Sekil 2.4.). Molekiil
Formiil C29H32013, Molar kiitlesi: 588,557 g/mol, CAS numarasi: 33419-42-0,
Erime noktasi: 243,5 °C, Kaynama noktasi: 798,1 °C’dir (113).

Sekil 2.4. Etoposit molekiiliiniin kimyasal yapisi.

Sitotoksik ilaglardan etoposidin kimyasal ve fiziksel stabiliteleri, yaygin olarak
kullanilan ti¢ farkli infiizyon sivisinda arastirilmistir. %5 dekstroz ve %0,9 sodyum
kloriir infiizyon sivilarinda (konsantrasyon: 0,4 mg/mL) etoposidin oda sicakliginda
en az dort giin kimyasal olarak stabil oldugu sonucuna varilmistir. 0,4 mg/mL'den
yiiksek konsantrasyona sahip etoposid inflizyon sivilarinda ara sira ¢cokelme meydana

gelmistir (113).

2.2.2. Etoposidin Farmakokinetik Ozellikleri

Etoposid iyi emilir, doruk plazma konsantrasyonuna ulagma siiresi 1-1,5
saattir. Ortalama biyoyararlanim %350'dir (%25-%75 aralig1). Oral olarak uygulanan
etoposid kapsiiller icin Cmax ve AUC degerleri, bireyler arast degiskenlik gosterir.

Etoposid i¢in ilk gegis etkisi yoktur. Proteine baglanmast %97°dir (113).
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Oncelikli olarak hepatik (CYP450 3A4 izoenzim yolu yoluyla O-demetilasyon
yoluyla) metabolizmaya ugrar ve %401 degismeden idrarla atilir. Etoposide ayrica
sirastyla  GSTT1/GSTP1 ve UGTI1Al tarafindan glutatyon ve glukuronid
konjugasyonuna wugrar. Prostaglandin sentazlari, etoposidin O-demetillenmis
metabolitlere (kinon) doniistiiriilmesinden de sorumludur (113).

Etoposid metabolitleri ve/veya degismemis halde bobrekler ve safra yoluyla
atilir. Etoposidin glukuronid ve/veya siilfat konjugatlari idrarla atilir. Radyoaktivitenin
fekal geri kazanimi intravendz dozun %44'i oldugundan, degismemis ilag ve/veya
metabolitlerin biliyer atilimi, etoposid eliminasyonunun 6nemli bir yoludur. Dozun
%56's1 idrarla atilir ve bunu %45'i etoposid olarak atilmaktadir (113).

Etoposid 1,5 saatlik bir dagilim yar1 6mriine sahiptir. Beyin omurilik sivisina
iyi gegmez. Dagilim hacmi, kararli durumda 18-29 L’dir (113).

Toplam viicut klerensi 33-48 mL/dak [iv uygulama, yetiskinler]. Ortalama
renal klirens 7-10 mL/dak/m? (113).

Giinliik 80 mg/m? dozda etopozid alan akut promiyelositik 16semili bir
kadinda, anne siitiine etoposid atilimi gosterilmistir. 0,6 ila 0,8 ug/mL'lik pik
konsantrasyonlar, dozlamadan hemen sonra 6l¢iilmiis, ancak 24 saatte saptanamayan
seviyelere diigmiistiir (113).

Etoposidin si¢anlara intravendz uygulamasindan otuz dakika sonra, en yiiksek
konsantrasyonlar karaciger, bobrekler ve ince bagirsakta bulunmustur. Dozlamadan
24 saat sonra doku konsantrasyonlari ihmal edilebilir diizeyde tespit edilmistir (113).

Eliminasyon yar1 6mrii yetiskinlerde 4 ila 8 saat ve gocuklarda 3 ila 7 saat

arsindadir (113).

2.2.3. Etoposidin Farmakodinamik Ozellikleri

Etoposid, 1980'lerden beri ¢esitli maligniteleri tedavi etmek igin kullanilan
basaril1 bir antikanser ajanidir. Podophyllum pellatum mandrake bitkisinden ekstrakte
edilen bitki alkaloididir. Ticari ad1, Vepesid’dir (VP-16). (114)

Etoposid, Topoizomeraz II enzimine dogrudan baglanir ve Topoizomeraz 11
enziminin kirilmig DNA uglarmi tekrar Dbirlestirme yetenegini inhibe eder.

Topoizomeraz I1- DNA boéliinme komplekslerinin stabilizasyonuna ve birikmesine yol
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acar. Bu yarilma komplekslerinin birikimi, transkripsiyon ve replikasyonu bloke etme
ve DNA cift iplik kiriklar1 dahil olmak iizere hiicre fonksiyonu etkileyerek hiicrenin
apoptozuna neden olur. Etoposid, NADH dehidrojenaz diizeyinde mitokondriyal
gecisi inhibe edebilir ya da HeLa hiicreleri i¢ine niikleosidlerin gegisini inhibe edebilir.
Mikrotiibiiler yap1 ile etkilesime girmez (113).

Etoposide, DNA topoizomeraz II'yi inhibe ederek DNA yeniden ligasyonunu
inhibe eder. Bu, hiicre boliinmesinin premitotik asamasinda DNA sentezinde kritik
hatalara neden olur ve kanser hiicresinin apoptozuna yol agabilir. Etoposid hiicre
dongiisiine bagimhidir ve faza 6zgiidiir, esas olarak hiicre boliinmesinin S ve G2
fazlarim etkiler. iki farkli doza bagimli yamit gériiliir. Yiiksek konsantrasyonlarda (10
pg/mL veya daha fazla), mitoza giren hiicrelerin pargalanmasi gozlenir. Diisiik
konsantrasyonlarda (0.3 ila 10 pg/mL), hiicrelerin profaza girmesi engellenir.
Etoposidin baskin makromolekiiler etkisi, DNA-topoizomeraz II ile etkilesim veya
serbest radikallerin olusumu ile DNA iplik kopmalarinin indiiklenmesidir.
Topoizomeraz Il alfa izoformunun inhibisyonu, etoposidin anti-timdr aktivitesi ile
sonuglanir. ilag ayrica beta izoformunu inhibe etme yetenegine sahiptir ancak bu
hedefin inhibisyonu, anti-tiimor aktivitesi ile iliskili degildir. Bunun yerine kanserojen
etki ile iligkilidir (113).

2.2.4. Etoposidin Toksisitesi

Akut toksisitesi

Sicanda oral LD50 degeri 1784 mg/kg, ip LD50 degeri 39 mg/kg, iv LD50
degeri 58 mg/kg; farede oral LD50 degeri 215 mg/kg, ip LD50 degeri 64 mg/kg, iv
LD50 degeri 15 mg/kg’dir (113).

Insanlarda TDLo (endiisiik toksik doz) iv yolla 16 mg/kg/5giin (aralikl) ve
2,63 mg/kg/10 giin’diir (113).

Tekrarh doz toksisitesi
VP 16-213, her iki cinsiyetten Sprague-Dawley sicanlara intravendz olarak
0,15 mg/kg/giin, 0,50 mg/kg/glin, 1,5 mg/kg/gilin ve 4,5 mg/kg/giin doz seviyelerinde

uygulanmistir. Subakut toksisitesinin ve toksik etkilerin tersine g¢evrilebilirliginin
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incelenmesi amaciyla bir ay izlenmistir. Karsilagtirma amaciyla, vinkristin (VCR) ayni
sekilde 0,04 ve 0,08 mg/kg/giin doz seviyelerinde uygulanmistir. Elde edilen sonuglara
gore; 4,5 mg/kg VP dozu anemiye neden olmustur ve bu dozu alan bazi erkek
sicanlarda sistemik gii¢siizliik, zayiflama ve ataksi sonucunda 6liim gézlenmistir. VP
0,50 mg/kg beyaz kan hiicresi sayisini azaltmis; 1,5 ve 4,5 mg/kg agirlikli olarak
kirmizi kan hiicresi sayisin1 azaltmistir. VP 1,5 ve 4,5 mg/kg, toplam serum protein
icerigini ve serum alkalin fosfataz aktivitesini diislirmiistir ve A/G oranini
yiikseltmigtir. VP 0,50 mg/kg ve tizeri agirlikli olarak testis agirligini azaltmis ve 1,5
ve 4,5 mg/kg agirlikli olarak timik atrofi, kemik iligi hipoplazisi ve spermatogenezin
baskilanmasi ve tiibiiler atrofi ile testis atrofisine neden olmustur. VP 4,5 mg/kg
germinal merkezlerde atrofiye ve dalakta hemosideroza ve sperm sayisinda ve dev
hiicre gértiniimiinde azalma ile epididimal atrofiye neden olmustur. Testis ve epididim
bulgular1 disinda yukaridaki degisiklikler genellikle geri doniistimlii oldugu tespit
edilmistir. Bu sonuglara dayanarak, mevcut deneysel kosul altinda VP'nin etkisiz doz
seviyesinin her iki cinsiyetten siganlara karst 0,15 mg/kg/giin oldugu bildirilmistir
(115).

VP 16-213, her iki cinsiyetten Sprague-Dawley siganlara bir ay boyunca oral
olarak 3, 10, 30 ve 100 mg/kg/giin doz seviyelerinde uygulanmistir. Elde edilen
sonuglara gére VP 30 mg/kg canli agirlik artig1 ve yem alimini baskilamis ve yumusak
diski olusumuna neden olmustur. VP 100 mg/kg, viicut agirhigini ve yem alimim
azaltmis ve ishal, tily dokiilmesini tetiklemistir. Ayrica, bu doz seviyesinin
uygulandig1 hayvanlarin yarisi, sistemik gii¢siizliik ve zayiflama gostererek 6lmiistiir.
VP 30 mg/kg ve 100 mg/kg uygulamada alyuvar sayisin1 azaltmistir. VP 10-100 mg/kg
dozlarinda serum protein igerigini ve serum alkalin fosfataz aktivitesini diisiirmiis ve
A/G oranimi yiikseltmistir. VP 10 mg/kg ve lizeri dozlarinda timik atrofiye ve testis
agirhiginda azalmaya neden olmus; 30 ve 100 mg/kg spermatogenezin baskilamig; 100
mg/kg epididimde dev hiicre goriiniimii, kemik iligi hipoplazisi, ileosesit ve prostat,
seminal vezikiil ve dalak germinal merkezlerinin atrofisine neden olmustur. Testis ve
epididimdeki bulgularin alevlenmesi disinda yukarida agiklanan degisikliklerin
genellikle geri doniisiimlii oldugu gdsterilmistir. Bu sonuglara dayanarak, mevcut
deneysel kosul altinda VP'nin etkisiz doz seviyesinin her iki cinsiyetten si¢anlara kars1

3 mg/kg/giin oldugu bildirilmistir (115).
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VP 16-213, her iki cinsiyetten Sprague-Dawley siganlara alti ay boyunca
kronik toksisitesini incelemek amaciyla oral olarak 1, 3, 10 ve 30 mg/kg/giin doz
seviyelerinde uygulanmistir. Elde edilen sonuglara gore VP 30 mg/kg viicut agirlig
artigin1 ve yem alimini baskilamis, gecici ishal, anemi ve tlly dokiilmesini beraberinde
getirmistir. Bu dozu alan bazi hayvanlar, sistemik gii¢siizliilk, zayiflama ve ataksi
gostererek dlmiistiir. VP nin 3 mg/kg ve iizeri dozlar kirmizi1 kan hiicresini ve beyaz
kan hiicresi sayisini azaltmistir. VP 30 mg/kg, erkeklerde toplam serum protein
icerigini ve A/G oranmi yiikseltmis ve disilerde serum alkalin fosfataz aktivitesini
distirmastir. VP, 10 ve 30 mg/kg dozlarda agirlikli olarak timik atrofi,
spermatogenezin baskilanmasi ile testikiiler atrofi ve tiibiiler atrofi, epididimal
agirlikta azalmaya neden olmus ve splenik eritropoezi indiikklemistir. VP’ nin 30 mg/kg
dozu uygulan grupta ise testis ve epididim bulgular1 disinda yukarida agiklanan
degisikliklerin genellikle geri doniisiimlii oldugu gdsterilmistir. Bu sonuglara
dayanarak, mevcut deneysel kosul altinda VP'nin etkisiz doz seviyesinin her iki
cinsiyetten sigcanlara karsi 1 mg/kg/giin olarak bildirilmistir (115).

Fare oositlerinde etoposidin neden oldugu hem yapisal kromozom
anormallikleri hem de etoposidin  andploidi  indiklenmesi  yOniinden
incelenmistir. Disi farelere farkli dozlarda etoposid verilmistir ve 17 saat sonra oositler
toplanmistir. Kromatid asentrik fragmanlarin ve hiperploid metafaz II oositlerin
oranlari, es zamanl kontrollere gore etoposid gruplarinda 6nemli 6l¢iide daha yiiksek
bulunmustur. Sonuglar, hem yapisal hem de sayisal sapmalarin, DNA ile veya
kromozom ayrimi ile iligkili cesitli organeller ile dogrudan etkilesim olmaksizin
indiiklenebilecegini gostermektedir. Ayrica, hem mayozda gecikmeyi (oviile metafaz
I oositler ve poliploidi) hem de andploidi indiikleyen diger bilesiklerin (vinblastin,
kolsisin, benomil ve griseofulvin) aksine, etoposid oosit olgunlagsmasinda mayotik
gecikmeye neden olmamistir (116).

Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserli ameliyat edilemeyen on bir hasta,
giinliik 25 mg oral etoposid ile idame tedavisi olarak tedavi edilmistir. Kemoterapi
sirasinda ortaya cikan toksisite tiim vakalarda degerlendirilmistir, ancak 5 vakada
tedavinin birinci ve yedinci giiniinde ilacin kan konsantrasyonu oOlgiilmiistiir. Pik
plazma seviyesi (Cmax) kemoterapinin ilk giiniinde 0.92 +/- 0.43 mikrogram/ml ve

yedinci giinde 1.02 +/- 0.30 mikrogram/ml olarak &l¢iilmiistiir. iki 6l¢iimiin higbirinde
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birinci ve yedinci giinde elde edilen degerler arasinda anlamli istatistiksel fark
olmadig1 igin, ilacin kiimiilatif etkisinin olmadig tespit edilmistir. Ilacin toksisitesi ile
ilgili olarak, periferik beyaz kan hiicrelerinin anormal azalmasiyla birlikte kemik iligi
baskilanmasi gozlenmistir. Alopesi ve karaciger veya bobrek hasar1 gézlenmemistir
ve bir vakada bulanti ve anoreksi varligina ragmen, tiim vakalarda idame tedavisi
devam edilebilmistir. Bu sonuglara dayanarak, etoposidin ayaktan hasta bazinda idame
tedavisi olarak giivenle uygulanabilecegi sonucuna vartlmistir (117).

Ileri evre akciger kanserli 79 hastanin uzun siireli oral etoposid tedavisinin
sonuglarmi arastirildigr bir arastirmada; kiiglik hiicreli akciger kanserli otuz hasta,
uzun siireli oral etoposid ile kombinasyon halinde sisplatin ile tedavi edilmistir. Yanit
oraninin neredeyse %100 oldugu tespit edilmistir. Kii¢iik hiicreli dis1 akciger kanserli
49 hasta rastgele iki gruba ayrilmistir: birinci gruptaki hastalar (n = 25), uzun siireli
oral etoposid ile kombinasyon halinde sisplatin ile tedavi edilmis; ikinci grupta (n =
24) 14 veya 21 giin boyunca sadece uzun siireli oral etoposid tedavisi kullanilmistir.
Her iki grupta da yaklasik %80'lik bir yanit orani tespit edilmistir. Bu iki alt gruptaki
hastalarin ¢ogu kismi remisyona girmis ve geri kalani stabil klinik agamada kalmaistir.
(ortanca siire 5 ay). Kombine ilag tedavisi alan tiim hastalarda meydana gelen
alopesinin yani sira, baskin toksisite (5 vakada agraniilositoz) miyelosupresyon oldugu
tespit edilmistir. Bu doz ve programla verilen etoposid (14 giin boyunca 100 mg/giin),
ilerlemis kiiglik hiicreli akciger kanseri igin sisplatin ile kombinasyon halinde birinci
basamak sistemik tedavi olarak aktiviteye ve kii¢lik hiicreli olmayan akciger kanseri
tedavisi igin orta derecede aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir (118).

Etoposid gebe kadinlara uygulandiginda fetal hasara neden olabilir. Etoposidin
fare ve siganlarda teratojenik oldugu gosterilmistir (113).

Etoposid grup | (insanda kesin karsinojen) karsinojendir (113).

Yiiksek doz siklosporin ile beraber oral etoposid uygulanmasi etoposid egri alt1
alaninda (AUC) %80’lik bir artisa neden olmustur. Tek etoposid kullanimiyla
karsilastirildiginda etoposidin toplam viicut klirensinde %38’lik azalma olur (113).

Etoposid bazi ilaglarin (6rn. siklosporin) sitotoksik ve miyelosupresyon
etkilerini artirabilir. Oral antikoagiilanlarin etkileri artabilir. Fenilbutazon, sodyum
salisilat ve salisilik asit, etoposidin plazma proteinlerine baglanmasini etkileyebilir.

CYP3A4 inhibitorleri  (doksisiklin, eritromisin  diklofenak gibi) etoposid
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konsantrasyonunu veya etkisini artirabilir. Aminoglutetimid, karbamazepin,
nevirapin, fenobarbital, fenitoin, rifamisin gibi CYP3A4 indiikleyicileri ise etoposidin

konsantrasyon veya etkilerini azaltabilir (113).

2.3. Sitotoksisitenin Belirlenmesinde Kullanilan Yontemler

Hiicre canliligini belirleyen yontemler, bir maddenin, uygun hiicre kiiltiiriinde,
hiicre ¢ogalma oran1 ve hiicre tlizerindeki toksik etkisi dikkate alinarak degerlendirme
yapilan testlerdir. Sitotoksisite belirleme yontemleri genel olarak kolorimetrik,
liminesans ve enzimatik yontemlerdir. Bu testler ile morfolojik hiicresel hasarlar
izlenebilir, ayrica hiicre proliferasyonu ve hiicresel metabolizmadaki degisiklikler de
belirlenebilmektedir (119, 120).

Hiicre canliligimi  6lgme yoOntemleri radyoaktif maddenin kullanilip
kullanilmadigina gore iki grupta incelenebilir. Bunlar radyoaktif ve radyoaktif
olmayan enzimatik, membran/floresan boyama ile hiicre akis sitometrisi (Flow
sitometrik yontem) kullanimini igermektedir. Flow sitometrik hiicre-aracili
sitotoksisite testi klinikte Ozellikle hemofagositik bozukluklar (Chediak Higashi,
Griscelli Sendromu vb.); dogal bagisiklik yaniti olan NK (dogal katil) hiicre
hastaliklar1 ve bazi immiinolojik hastaliklarin tanisinda yardimei olabilmektedir (120).

Radyoaktif yontemler arasinda krom salimim metodu (CRA; Chromium
Release Assay) ve Jurkat apoptoz 6l¢timii testi (JAM; Jurkat Apoptosis Measurement)
yer alir (120).

Krom salimim yontemi

Lizis sonrasi hedef hiicreye yiiklenen radyoaktif 51Cr-Na2 51CrO4’un
saliniminin dlgiilmesine dayanir (120).

Jurkat apoptoz olciimii testi

Hedef hiicre radyoaktif prekiirsor DNA-niikleotidleri, trityum [3H] metil-
timidin DNA fragmanlari, isaretleme igin kullanilir ve hedef hiicre hasar1 sonucu
isaretli DNA parc¢aciklart salimimi olgiilerek hedef hiicre 6liimii dlgiiliir (120).

Radyoaktif olmayan enzimatik yontemler arasinda laktat dehidrogenaz
(LDH) salinim yontemi (LDH Release Assay), MTT kolorimetrik yontem ve
Granzyme B ELISPOT testi yer alir (120).
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LDH salinim yontemi

Hasarli/61i hiicrelerden vasata salinan laktat dehidrojenaz (LDH) aktivitesinin
belirlenmesi esasina dayanir. LDH sitoplazmik bir enzimdir. Hiicre plazma membran
biitiinliigli bozuldugunda LDH enzimi hiicrelerden sizarak vasata geger. Lizise
ugramis hedef hiicrelerinden LDH salimimi o6lgiilir. LDH, piriivatin laktata
dontlistimiint katalize eder. Bu enzimatik aktivite esnasinda, NADH oksidasyona
ugrayarak NAD+’a doniigiir. NADH miktar1, 340 nm absorbansta, spektrofotometrik

olarak dl¢iiliir. Olen hiicre say1s1 ortama salinan LDH miktariyla orantilidir (119).

MTT kolorimetrik yontemi

In vitro ortamda kimyasal maddeye maruz birakilan hiicrenin mitokondriyel
enzim kapasitesine bagli sar1 soliibl tuz olan MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
diphenyltetrazolium bromide)’yi mor-mavi renkli formazan kristallerine doniistiirmesi
ve bu kristal yapimin organik ¢oziiclide ¢oziinmesi sonrasinda spektrofotometrede
kantitatif olarak Ol¢lilmesi esasina dayanir. MTT, pozitif yiiklii bir bilesik olup,
Okaryot hiicrelerin membranini kolaylikla gecer. MTT bilesigi sar1 renklidir, olusan
formazan ise mor renkli olup suda ¢éziinmez niteliktedir ve absorbansin 6lgiilebilmesi
icin uygun bir ¢oziiciide ¢ozdiiriilmelidir. Olusan formazan miktar1 canli hiicre sayisini
verir. Tetrazolyum tuzu konsantrasyonu, hiicre tipi, canli hiicre sayist ve metabolik
kapasitesi, vasat igerigi, vasat pH’s1, kuyucuk yapis1 gibi parametrelerle dogrudan
iligkilidir. MTT yoOntemi sitotoksistenin belirlenmesinde yapilist kolay, duyarls,
giivenilir, uygun maliyetli olan ve bun nedenle olduk¢a yaygin kullanilan bir
yontemdir. CRA ile orantilidir. Bu testte tek kullanimlik ¢oklu kuyucuklu ortamlar
kullanilarak degisik hedef hiicrelerde sitotoksistenin ayni anda 6l¢iime imkéan saglar.
MTT’nin bu avantajlar1 yaninda sadece adherent (yapiskan) hiicre dizilerinde
uygulanabil olmasi nedeniyle bu testi sinirlamaktadir (120).

MTT yaninda XTT, MTS, WST-1, WST-8 gibi farkli o6zelliklere sahip
tetrazolyum bilesikleri gelistirilerek sitotoksisitenin belirlenmesinde kullanilmaktadir.
MTS, XTT ve WST bilesikleri ise negatif yiiklii olup hiicre membranin1 gegemezler.
Ortama ara elektron alict maddelerin (fenazin metil siilfat, fenazin etil siilfat)
kullanilmasini gerektirir. Bu terazolyum bilesiklerin indirgenmesi sonucu olusan

formazan ise suda ve dolayisiyla vasatta ¢oziinebilir (119).
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Granzyme B ELISPOT testi

Sitotoksik hiicreler olan CD8+- CTL ve NK hiicresinde bulunan serin esteraz
diizeyi olgtlir (120).

Radyoaktif olmayan floresan boya ya da monoklonal antikorlarla hedef hiicreyi
isaretleme teknikleri ve bunlarin hiicre akis sitometrisi kullanimlar1 gibi yeni
yontemler, radyoaktif ve radyoaktif olmayan yontemlerdeki yetersizlik ya da zorluklar
nedeniyle gelistirilmistir. Ik olarak kullanilan hiicre akis sitometrisi tek boyali ve
hiicrenin 151k sacict (light scattering) Ozelliklerine dayali hiicre akis sitometrisi
yontemleridir. Degisik floresan boya ya da mAb ile hedef hiicrenin membran ya da
DNA’sin1 boyayarak hedef hiicrede 6liimii (sitotoksisiteyi) 6lgmeye yararlar. F-18
(oktadesilamin floresein izotiyosiyanat), PKH-2, PKH-26, Europium (Eu3+),
MitoTracker Green (MTG) gibi baz1 floresan maddeler hiicre canliliginin
belirlenmesinde lipofilik membran boyama esasina dayali olarak kullanilir. Kolay,
duyarli ve giivenilir olsa da hiicrelerin bu boyalar1 sizdirmasi énemli bir problemdir
(120).

Aminoaktinomisin (7-AAD), PI (propidium iyodiir), CAM (Calcein-AM:
kalsein asetoksimetil ester) ve TO-PRO-3 iyodiir gibi floresan boyalar hedef hiicre
DNA’sin1 boyayarak hiicresel 6liimii yansitirlar (120).

Hiicre akis sitometrede hedef ve efektor hiicrenin monoklonal antikorla

isaretlenmesi

Membrana baglanan floresan monoklonal antikor (mAb) effektor, hedef hiicre
ve konjugat (effektdr hiicrenin hedefe yapismasinin) seciminde ve isaretlemede
kullanilir. Anti-CD2, anti-CD5, anti-CD7, anti-CD16 ve anti-CD56 effektorleri
isaretlemede kullanilan monoklonal antikorlardir (120).

Resazurin testi (Alamar mavisi floresans testi)

Resazurin  boyasmin canli hiicreler tarafindan resorufin bilesigine
dontistiiriilmesi esasina dayanir. Resazurin, oksidatif formda bulunan koyu mavi
renkte bir redoks boyasidir, hiicre zarindan serbestce gecerek hiicrelere girer ve burada
indirgenerek floresans Ozellikteki pembe renkli resorufin bilesigine doniisiir.
Metabolik islevi olmayan 6lii hiicreler resazurini indirgeyemez ve floresans sinyali
olusturamazlar. Olusan sinyal, florometre kullanilarak tespit edilir ve canli hiicre sayisi

arttik¢a sinyal siddetlenir (119).
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ATP biyoliiminesans testi

Hiicre canlilig1 testleri arasinda en hizli, hassas ve kolay olanidir. Hiicre
Olimiinii takiben, hiicrenin ATP sentez yetenegi kaybolur ve endojen ATPazlar
mevcut ATP’yi hizli bir sekilde yikimlar. Hiicre i¢i ATP igerigi, hiicre canliliginin
temel goOstergesi olarak kabul edilir. ATP diizeyinin Olgiilebilecegi, enzimsel
spektrofotometrik, radyografik, biyoliiminesans gibi farkli yontemleri mevcuttur.

Biyoliiminesans metodu en hassas olmasi nedeniyle tercih edilir (119).

2.4. Insan Serviks Kanseri (HeLa) Hiicre Hatt1 Ozellikleri

Serviks (rahim agzi) kanseri “HelLa” adini ilk kez 1951 yilinda Amerika
Birlesik Devletleri’nde Afrika kokenli “Henrietta Lacks” isimli 31 yasinda servikal
adenokarsinomali bir kadin hastadan almistir. Hasta aymi yil vefat etmistir. Bu
hastadan alman hiicreler hiicre kiiltliirii ortaminda cogaltilmistir. Bu hiicreler
Olumstizdiir ve bu 6zelligi nedeniyle standart hiicre soyu olarak kullanilmistir. Birgok
arastirma alaninda hiicre modeli olarak kullanilmistir. Kanser arastirmalarinda siklikla
tercih edilmektedir. HeLa hiicreleri adheran o6zellige sahiptir. Epitel karakterli
morfoloji gostermekte olup oldukga hizli prolifere olabilen (yaklasik 24 saatte bir
cogalabilen) hiicrelerdir. HeLa hiicrelerindeki p53 ifadeleri diisilk ancak
retinoblastoma baskilayci gen (Rb) ifadelerinin normaldir. Hiicre genlerinin HPV 18

dizileri icermektedir (Tablo 2.4) (121, 122).

Tablo 2.4. Serviks kanser hiicresinin ozellikleri.

Elde Edildigi Organizma Insan

Doku Serviks
Yas/cinsiyet/irk 31/Kadin/Siyahi
Tiimor Tipi Adenokarsinom
Hiicre tipi ve morfolojisi Epitel Karakterli
Ozelligi Adheran

Saklama kosullar: S1v1 nitrojen buhari
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Serviks kanser hiicresi; test gelistirme, bulasici hastalik aragtirmasi, cinsel yolla
bulasan hastalik arastirmasinda kullanilir. Serviks, serviksin dig kismini kaplayan ¢ok
katli yass1 epitel hiicre ve endoservikal kanalin karakteristik 6zelligi olan mukus
salgilayan kolumnar epitel hiicre ile doselidir (Sekil 2.5). Bu iki hiicre popiilasyonu
arasindaki gecise skuamokolumnar bileske denir ve bu kisim viral neoplastik
transformasyon agisindan riskin en fazla oldugu yer olarak diisliniilmektedir.
Ektoservikste (agina boslugunda kalan kisim) ortaya g¢ikan tiimorler, ¢ogunlukla
invaziv servikal karsinom vakalarinin yaklasik %75'ini olusturan skuamoz hiicreli
karsinomlardir. Aksine, endoserviksten kaynaklanan tiimérlerin adenokarsinom olma
olasilig1 daha yiiksektir. Adenoskuamdz, kiigiik hiicreli veya ndéroendokrin, ser6z

papiller ve serviksin berrak hiicreli karsinomlar1 daha az goriilen histolojik alt tiplerdir
(122, 123).

ATCC Number: CCL-2
Designation: Hela

Low Density B Scale Bar = 100uym

Sekil 2.5. Hela hiicresinin mikroskobik gériiniimii (122).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Dimetil Siilfoksit (DMSO)
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
Etil Alkol

HeLa (Insan Serviks Adenokarsinoma) Hiicre Hatt1

Timokinon (%98,5 saflik)

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

bromiir)
Penisilin-Streptomisin
Etoposid

Tripan Mavisi
Tripsin-EDTA

Fotal Sigir Serumu (Fetal Bovine Serum, FBS)

3.2. Kullamlan Arac ve Gerecler

Buzdolab1

Cam pastor pipeti

Derin Dondurucu (-80°C)
Etuv

Isik Mikroskop

Sigma-Aldrich
Biowest®
Sigma-Aldrich

Americal Type
Culture Collection

Sigma

Sigma

Biowest®
Kogak Farma®
Sigma

Sigma

Sigma

Hotpoint
Interlab
Revco
Dedeoglu

Leica

Hiicre kiiltiirii uyumlu flask (25/75 cm?), 96-kuyucuklu Corning

38
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plaka, pipet (1- 25 ml), santrifiij tiipii (15, 50 mL)

Inkiibatér (CO2’1i) Heraeus Instruments
Karistirici-Isitici Jankel&Kunkel,
Ikamag

Laminar akiml1 kabin Heraeus

Mikrofiltre Millipore® Merck

Mikropipet, 8 kanall1 (5-300 pl) Eppendorf

Mikropipetler Discovery Confort

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

Neubauer Cami (Hiicre sayim cami) Marienfeld

Otoklav Rodwell Monarch MP
24

Pipet ucu, 0.5-10, 10-200, 100-1000uI’lik Eppendorf

Santrifiij Heraeus, Hettich

Spektrofotometre SpektraMax M2

Su banyosu Termal® Laboratory
Tools

Terazi Schimadzu Libror

Vakum Pompast Welch Vacuum

3.3. Calisma Cozeltileri

HelL a besiyeri

HeLa hiicrelerinin ¢cogalmasinda kullanilacak besiyeri (vasat) icin; 500 ml

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (1000 mg/L glukoz, L-glutamin ve
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sodyum bikarbonat igeren) vasati tizerine 50 ml FBS (~%10) ve 5 ml
penisilin/streptomisin (~%1) eklenir. Hazirlanan besiyeri +4°C’de saklanir. Pasaj

numarasi 19-21.

MTT stok cozeltisi (5 mg/ml)
5 mg MTT, 1 ml PBS i¢inde ¢oziiliir. Elde edilen MTT stok ¢ozeltisi Millipore
(0,2 um) filtresi kullanilarak sterilize edilir ve 1s1iktan uzak tutulur. 4° C’de en fazla 4

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

Etoposid cozeltisi (2 mM)

100 mg etoposid (MA: 588,557 g/mol) 5 ml enjektabl preparat i¢inde (Kogak
Farma®) c¢oziinmiis halde ve steril olarak bulunmaktadir. Bu ¢ozelti 33,98 mM
etoposid igerir.

33,98 mM etoposid ¢ozeltisinden 117,7 pl alinir ve lizerine 1883 ul vasat ilave
edilerek 2 ml’ye tamamlanarak 2 mM etoposid ¢ozeltisi hazirlanir. Cozelti 1s1ktan uzak

tutulmalidir.

Timokinon ¢ozeltisi (5 mM)

6,49 mg timokinon (MA: 164,2 g/mol 100 ul DMSO i¢inde ¢oziildii ve 900 ul
PBS ¢ozeltisi ilave edilerek 0.1 M’lik timokinon stok ¢ozeltisi elde edilir.

0.1 M timokinon stok ¢ozeltisinden (%10 DMSO igerir) 50 pl alinir ve tizerine
950 pl hiicre vasati ilave edilirek 5 mM timokinon ¢ozeltisi elde edilir (%2 DMSO
igerir). Millipore (0.2 pm) filtresi kullanilarak sterilize edilmelidir. Cozelti taze olarak

hazirlanmali ve 1s1ktan uzak tutulmalidir.

3.4. Hiicrelerin Cogaltilmasi

1. -80°C’de, %10 DMSO igeren besiyerinde saklanan HelLa hiicreleri, ¢alisma
oncesinde 37°C’ye getirilen su banyosunda 30 saniye bekletilerek oda
sicakligina getirildi. Daha sonra yapilan her islem steril sartlarda ve hava akish
steril kabin ortaminda gerceklestirildi. Calismada kullanilacak gerecler
%70’lik etanol ile sterilize edildi.

2. Su banyosunda 37°C’ye getirilen besiyeri (9 ml) ile hiicreler (1 ml) steril bir
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tiip i¢inde siispande edildikten sonra 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij uygulandi
ve listteki berrak kisim (silipernatant) atildi. Bu sekilde hiicre ortami yikanarak
saklama ortamindaki DMSO uzaklagtirildu.

Kalan hiicre pelleti, uygun besiyeri ile karistirilarak 25 cm?’lik yatay kiiltiir
kaplar1 igerisine aktarildi.

Kiiltlir ortamindaki hiicrelerin inkiibator igerisinde (37°C = 1°C, %90 + %5
nem, %5 = 1 COz/hava) ¢ogalmalari saglandu.

Cogalmaya birakilan hiicrelerin besiyeri her 3 gilinde bir degistirildi ve
besiyerinin, kontaminasyon ve doygunluk durumu mikroskopta kontrol edildi.
Mikroskobik olarak degerlendirilen hiicreler tiim kiiltiir ortamini
kapladiklarinda, hiicrelere pasajlama isemi uygulandi. Ortamdaki besiyeri
uzaklagtirildu.

Hiicreler 2 kez 5 ml 37°C’ye getirilmis PBS ile yikand.

Hiicrelerin tlizerine 3 ml Tripsin-EDTA ¢d6zeltisi eklenerek 5-10 dakikalik
tripsin  inkiibasyonundan sonra hiicrelerin yapistiklar1 yerden kalkmalar
saglandi. Kalkmayan hiicreler igin toksik olan tripsin ile uzun siire
bekletilemeyecegi i¢in kiiltiir kabinin tabanina hafifce vuruldu. Hiicrelerin
tutunduklar yiizeyden ayrilip ayrilmadigi mikroskop altinda kontrol edildi.
Eklenen tripsin-EDTA ¢6zeltisinin iki kati1 kadar (6 ml) FBS igeren besiyeri
ortama ilave edilerek hiicreler nazikge siispande edildi. Hiicre slispandesi steril
bir tiipe aktarilarak 1200 devir/dk hizda 25°C’de 5 dakika boyunca santrifiij
edildi.

Stipernatant kismu1 uzaklastirildi ve dipte toplanan hiicre pelleti 1 ml besiyeri
ile nazikge slispande edilerek 10 pl’si steril bir ependorf tiipte 90 pl tripan
mavisi ¢ozeltisi (%0,4 a/h) ile iyice siispande edildi.

Neubauer tipi hiicre sayim lami1 (hemasitometre) ve bir lamel yardima ile hiicre
sispansiyonu kapiler etki ile dolduruldu (Sekil 3.1.).

Hiicre sayimi; 151k mikroskobu altinda (10 x biiylitme) hiicre sayict lami
olusturan dort karenin iki kenar ¢izgileri hari¢ iizerlerindeki parlak ve renksiz
goriintiilii canl hiicreler sayilarak gergeklestirildi.

Yasayan hiicrelerin konsantrasyonunu hesaplamak i¢in asagidaki formiil

kullanildz:
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A: Yasayan hiicre sayisinin ortalamasi (4 karede sayim yapildiktan sonra
toplam say1 dorde boliinerek ortalama sayi elde edilir)

B: Seyreltme faktorii = 10/1 (Hiicre siispansiyonu ve tripan mavisi ¢ozeltisi
karisimi)

Yasayan hiicre konsantrasyonu (hiicre/ml) = AxBx10*

Yasayan hiicre konsantrasyonu hesaplandiktan (sayilan hiicre sayis1 x 10°
hiicre/ml) sonra hiicre silispansiyonu besiyeri kullanilarak hiicre kiiltiirii

caligmalarinda istenilen konsantrasyonlara seyreltildi.

Omek uygulama noktas:

1mm
D e 4

Sekil 2.6. Neubauer hiicre sayim lama.

3.5. HeLa Kanser Hiicresinde Timokinonun Etoposid Sitotoksisine
Etkilerinin MTT Yontemi ile Belirlenmesi

Hava akish laminar kabinin ultraviyole 15181 calismadan 6nce ve sonra 20
dakika acik birakildi. Calisma ortami ve gerecler kullanim 6ncesi ve sonrasi
%70’lik etanol ile sterilize edildi. Tiim islemler steril sartlarda ve hava akisl
steril kabin igerisinde gergeklestirildi.

Madde 3.4’de anlatildig1 iizere uygun besi ortaminda c¢ogaltilan ve sayilan
hiicreler, ¢oklu pipet yardimi ile 96 kuyucuklu plakalara, her bir kuyucukta 200
ul besiyeri igerisinde 10.000 hiicre olacak sekilde ekim yapildi ve hiicrelerin
kuyucuklar i¢inde tutunup ¢ogalmalar i¢in 24 saat inkiibasyona birakildi.
Tiim hiicre hatlarinda genis konsantrasyon araliginda etoposide ve timokinona

tek baslarina 24 ve 48 saat maruziyetin sitotoksisitesi incelendi.
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Etoposid i¢in 25, 50, 100, 200, 400 uM; Timokinon i¢in 3,91-1000 uM
konsantrasyon araliklarinda dozlar1 uygulandi. Ortamda DMSO %0,5’1
gegmedi.

Negatif kontrol olarak, %0,5 DMSO igeren hiicre besiyeri uygulandi.
Inkiibasyon sonunda hiicrelerin ortamlar1 uzaklastirildi.

Inkiibasyon sonunda (24 ve 48. saatlerde) madde ¢ozeltileri atildi. Her bir
kuyucuga 90 pl besi ortam1 ve hazirlanan 5 mg/ ml MTT ¢o6zeltisinden 10’ar
ul ilave edilerek (0,5 mg/ml MTT ortaminda) 4 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda kristal olusumu mikroskobik olarak gdzlendi.

MTT c¢ozeltisi dikkatli bir sekilde atildi.

Kuyucuklara 200 pl FBS ¢ozeltisi ile ilave edilerek yikama yapildi.
Kuyucuklarda olusan formazan kristallerini ¢ézmek tizere her bir kuyucuga
100 pl ¢dzme soliisyonu (DMSO) eklendi. Plak yatay calkalayicida 5 dakika
stireyle ¢alkalandi.

Multiplak okuyucu spektrofotometrede 6rneklerin absorbans degerleri 570 nm
dalga boyunda o6lgiildii.

Calisma farkli zamanlarda {i¢ kez tekrarlandi ve sonuglar ii¢ ¢alismanin
ortalamasi olarak hesaplandi.

Isiga duyarli bir yontem oldugundan dolayr deneyin her asamasi miimkiin
oldugunca karanlikta ger¢eklestirildi.

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

% Hiicre canlili@t = (Asmek/Akontrol) X 100

Konsantrasyona kars1 gelen hiicre canliligi her madde i¢in grafige gegirildi.
Grafikten elde edilen denkleme gore hiicrelerin %50’sinin 6ldiigii inhibitor
konsantrasyonu (1Cso) hesaplandi.

Maddelerin ICso degerleri belirlendikten sonra 24 ve 48 saat maruziyette
timokinonun etoposid ile kombinasyonlarinin sitotoksisitesi arastirildi.
Timokinonun etoposid sitotoksisitesine etkisinin degerlendirilmesi amaci ile
uygulanan konsantrasyon araliklart;

HeLa hiicresinde, 24 saat inkiibasyon i¢in; 170 uM etoposide (IC50) + 3,91-
1000 uM timokinon ve 48 saat i¢in 50 uM etoposide (IC50) + 3,91-250 uM
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timokinon kombinasyonlar1 incelendi.
18.  HeLa hiicrelerinde timokinonun etoposid ile kombinasyonlarinin sitotoksisitesi

MTT yontemi ile incelendi.
3.6. istatistiksel Yontemler

Sonuglar ortalamasi£SS (standart sapma) olarak verilmistir. Kontroller ve
madde gruplar1 arasindaki istatistiksel farkliliklar “SPSS 10.5 for Windows” paket
programinda degerlendirildi. Verilerin normal dagilima uygunlugu Kolmorog-
Smirnov testiyle yapildi. Grup farkliliklar tek yolii varyans alanizi (ANOVA), LSD
test ile belirlendi. Deneyler farkli zamanlarda 3 kez tekrar edildi. p<0,05, istatistiksel
anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. HeLa Hiicrelerinde Timokinonun Sitotoksisitesinin Belirlenmesi

HeLa hiicrelerinde timokinonun, 3,91-1000 uM konsantrasyon araliginda 24
ve 48 saatlik inkiibasyon sonrast MTT yontemi ile Olgiilen hiicre canlilig1 iizerine

etkileri Tablo 4.1., Tablo 4.2. ve Sekil 4.1., Sekil 4.2. ve Sekil 4.3.’te verilmistir.

HeLa hiicrelerinde 24 saatlik inkiibasyon igin, negatif kontrol ile
karsilastirildiginda timokinonun 3,91-125 pM konsantrasyon araliginda énemli bir
sitotoksik etki olusturmadigi, ancak 250 pM ve lizerindeki konsantrasyonlarinda doz
bagimli olarak (negative kontrole kiyasla 250 uM; 500 uM; 1000 uM igin sirasiyla
2,26 katt; 3,12 kat1; 7,08 kat1) hiicre canliligini istatistiksel anlamli olarak azalttigi
goriilmektedir (p<0,05). HeLa hiicrelerinde timokinona ait ICso degeri 24 saatlik
maruziyette 233,6 uM bulunmustur (Tablo 4.1.) (Sekil 4.1.).

HeLa hiicrelerinde 48 saatlik inkiibasyon i¢in, negatif kontrol ile
karsilagtirildiginda timokinonun 3,91 — 62,5 uM konsantrasyon araliginda énemli bir
sitotoksik etki olusturmadigi, ancak 125 uM ve lizerindeki konsantrasyonlarinda doz
bagiml olarak (negative kontrole kiyasla 125 pM; 250 uM; 500 uM; 1000 puM i¢in
strastyla 1,85 kati; 3,48 kati; 6,02 kati; 14,24 kat1) hiicre canliligini istatistiksel anlamli
olarak azalttig1 goriilmektedir (p<0,05). HeLa hiicrelerinde timokinona ait ICso degeri
48 saatlik maruziyette 145,5 uM bulunmustur. Hiicre canliliginin 125-1000 puM doz
araliginda zamana bagli olarak yaklagik 2 kati azaldig: tespit edilmistir (Tablo 4.2.)
(Sekil 4.2.).
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Tablo 4.1. Timokinonun 24 saat maruziyette HelLa hiicre canlilig iizerine etkisi.*

No Calisma gruplari

Ortalama

Deney  Deney Deney Hiicre canhhg
(%)

1 (-) Kontrol 100 100 100 100,0

2 3,91 pM Timokinon 106,2 98,3 95,3 99,9+5,6

3 7,81 pM Timokinon ~ 101,0  103,6 99,9 101,5+1,9
4 15,62 pM Timokinon 95,9 95,0 106,7 99,2 +5,3
5 31,25 uM Timokinon 90,9 112,5 100,7 101,4 +8,8
6  62,5pM Timokinon 1092 86,5 92,0 95,9 +9,7
7 125 pM Timokinon 80,6 86,1 88,9 85,2 +3,5
8 250 uM Timokinon 41,3 40,6 50,9 44,3 £ 4,73
9 500 pM Timokinon 37,5 30,8 27,7 32,0 £4,1°
10 1000 pM Timokinon 9.2 13,7 19,5 14,1 +4.22

* Sonuglar ortalama * standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canliligi negatif kontrole gore
degerlendirildi. p<0,05; negatif kontrol (%0,5 DMSO) ile karsilastirild.
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Sekil 4.1. HeLa hiicre canlilig1 lizerine timokinonun 24 saat maruziyette etkisi.*

*Sonuglar ortalama * standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canliligi negatif kontrole goére
degerlendirildi. 3p<0,05; negatif kontrol (%0,5 DMSO) ile karsilastirild.
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Tablo 4.2. Timokinonun 48 saat maruziyette HeLa hiicre canlilig1 lizerine etkisi.*

No Calisma gruplar I. Deney Il. Deney Ill. Deney Ortalama
Hiicre
canlihig (%)

2 391 uM Timokinon 109,6 95,6 92,5 99,2+9,2

4 15,62 pM 1119 106,0 99,3 105,7+6,3

Timokinon

6 62,5 uM Timokinon 83,9 94,7 83,3 87,3+6,4

8 250 uM Timokinon 40,0 22,1 24,0 28,7 +9,82
10 1000 pM Timokinon 5,9 7,6 7,7 7,0+1,0°

* Sonuglar ortalama * standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canliligi negatif kontrole gore
degerlendirildi. ?p<0,05; negatif kontrol (%0,5 DMSO) ile karsilagtirildi.
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Sekil 4.2. HeLa hiicre canlilig1 lizerine timokinonun 48 saat maruziyette etkisi.*

* Sonuglar ortalama +

standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canliligi negatif kontrole gore

degerlendirildi. 3p<0,05; negatif kontrol (%0,5 DMSO) ile karsilastirildi.
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Timokinon konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.3. HeLa hiicre canlilig1 lizerine timokinonun 24 ve 48 saat maruziyette etkisi.*

* Sonuglar ortalama =+

standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canliligi negatif kontrole gore

degerlendirildi. Negatif kontrol olarak PBS uygulandi. 2p<0,05. negatif kontrol ile karsilastirildi.
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4.2. HeLa Hiicrelerinde Etoposidin Sitotoksisitesinin Belirlenmesi

Etoposidin HeLa hiicrelerinde 25 uM-400 uM konsantrasyon araliginda 24 ve
48 saatlik inkiibasyon sonrast MTT yontemi ile dlgiilen hiicre canliligi {izerine etkileri
Tablo 4.3. ve Tablo 4.4. ve Sekil 4.4., Sekil 4.5. ve Sekil 4.6.” da verilmistir.

HelLa hiicrelerinde 24 saatlik inkiibasyon i¢in, negatif kontrol ile
karsilastirildiginda etoposidin 25 uM ve 50 uM konsantrasyonlarinda onemli bir
sitotoksik etki olusturmadigi, ancak 100 uM ve iizerindeki konsantrasyonlarinda doz
bagimli olarak (negative kontrole kiyasla 100 uM; 200 uM; 400 uM i¢in sirasiyla 1,43
kati; 2,47 kati; 4,93 kat1) hiicre canliligini istatisiksel anlamli olarak azalttig
goriilmektedir (p<0.05). HeLa hiicrelerinde etoposide ait 1Cso degeri 24 saatlik
maruziyette 167,3 pM bulunmustur (Tablo 4.3.) (Sekil 4.4.).

HeLa hiicrelerinde 48 saatlik inkiibasyon ic¢in, negatif kontrol ile
karsilastirildiginda etoposidin 25 pM konsantrasyonda onemli bir sitotoksik etki
olusturmadigi, ancak 50 uM ve iizerindeki konsantrasyonlarinda doz bagimli olarak
(negative kontrole kiyasla 50 uM; 100 uM; 200 uM; 400 uM igin sirastyla 1,96 katt;
4,21 katr; 8,85 katr; 13,18 kat1) hiicre canliligint istatisiksel anlamli olarak azalttig
goriilmektedir (p<0.05). HeLa hiicrelerinde etoposide ait 1Cso degeri 48 saatlik
maruziyette 52,7 pM bulunmustur. Hiicre canliliginin 50-400 pM doz araliginda
zamana bagli olarak (50 uM, 100 uM, 200 uM, 400 uM i¢in sirasiyla 1,69; 2,94; 3,58;
2,67 kat1) azaldig tespit edilmistir (Tablo 4.4.) (Sekil 4.5.).
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Tablo 4.3. HelLa hiicre canlilig1 iizerine etoposidin 24 saat maruziyette etkisi.*

No Calisma gruplar: I. Deney Il. Deney 1ll. Deney Ortalama
Hiicre
canhihigi (%)

1 (-) Kontrol 100 100 100 100,0

2 25 uM Etoposid 97,8 921 83,8 91,2+5,7

3 50 uM Etoposid 90,7 83,4 84,6 86,2+ 3,2

4 100 puM Etoposid 69,2 64,4 76,5 70,1+5,0¢

5 200 uM Etoposid 46,4 38,6 36,6 40,5+4,22

6 400 pM Etoposid 26,1 14,5 20,3 20,3+4,72

* Sonuglar ortalama * standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canliligi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak %0,5 DMSO uygulandi. 2p<0,05. negatif kontrol ile

kargilagtirildi.
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L
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Etoposid konsantrasyonu (uM) (24.saat)

Sekil 4.4. HeLa hiicre canliligi izerine etoposidin 24 saat maruziyette etkisi.*

* Sonuglar ortalama * standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canliligi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak %0,5 DMSO uygulandi. 2p<0,05. negatif kontrol ile

kargilagtirtldi.
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Tablo 4.4. Etoposidin 48 saat maruziyette HeLa hiicre canlilig1 tizerine etkisi.*

No Calisma gruplar: I. Deney Il. Deney  I1ll. Deney Ortalama
Hiicre
canlhih@
(%)

1 (-) Kontrol 100 100 100,0

2 25 uM Etoposid 93,8 82,0 86,8 £ 6,1

3 50 nM Etoposid 51,1 45,4 50,9 +54¢2

4 100 uM Etoposid 22,6 17,0 23,8+74%

5 200 uM Etoposid 7,8 7.9 11,3+6,02

6 400 pM Etoposid 7,2 6,2 76+152

* Sonuglar ortalama * standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canliligi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak %0,5 DMSO uygulandi. 2p<0,05. negatif kontrol ile

kargilagtirildi.
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Sekil 4.5. HeLa hiicre canlilig1 lizerine etoposidin 48 saat maruziyette etkisi.*

* Sonuglar ortalama * standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canliligi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak %0,5 DMSO uygulandi. 2p<0,05. negatif kontrol ile

kargilagtirildi.
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Sekil 4.6. HeL a hiicre canlilig1 lizerine etoposidin 24 ve 48 saat maruziyette etkisi.*

* Sonuglar ortalama * standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canliligi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak %0,5 DMSO uygulandi. 2p<0,05. negatif kontrol ile
karsilagtirildi.

4.3. HeLa Hiicrelerinde Timokinonun Etoposid Sitotoksisitesine

Etkilerinin Belirlenmesi

HeLa hiicrelerinde timokinonun 3,91-1000 uM konsantrasyon araliginda 24 ve
48 saatlik inkiibasyonda etoposid sitotoksisitesi lizerine etkileri Tablo 4.5. Tablo 4.6.
ve Sekil 4.7.”de verilmistir.

24 saatlik inkiibasyonda timokinonun etoposidin yaklasik 1Cso degerini (170
uM) 3,91-7,81uM konsantrasyon araliginda degistirmedigi ancak 15,63 uM ve tizeri
dozlarinda doz bagimli (15.6 uM, 31,3 uM, 62,5 uM, 125 uM, 250 uM, 500 uM, 1000
UM icin sirastyla 1,73 kati, 2,22 kati, 2,88 kati, 4,50 kati, 7,31 kati, 11,69 kati, 12,72
kati) istatiksel anlamli olarak azalttig1 goriilmektedir (p<0,05) (Tablo 4.5) (Sekil 4.7).

48 saatlik inkiibasyonda timokinonun etoposidin yaklasik ICso degerini (50
uM) 3,91-7,81uM konsantrasyon araliginda degistirmedigi ancak 31,25 uM ve lizeri
dozlarinda doz bagimli (31,3 uM, 62,5 uM, 125 pM, 250 uM, 500 pM, 1000 uM igin
sirastyla 1,34 kati, 2,44 kati, 4,80 kati, 9,32 kati, 12,84 kat1, 12,37 kat1) istatiksel
anlamli olarak azalttig1 goriilmektedir (p<0,05) (Tablo 4.6) (Sekil 4.7).

24 saatlik maruziyetle karsilastirildiginda 48 saatlik maruziyette hiicre
canliliginda anlamli bir fark bulunmamistir. Hiicre canliliginin zamana bagl olarak

degismedigi tespit edilmistir (Sekil 4.7).
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Tablo 4.5. HeLa hiicreleri {izerinde timokinonun 24 saat maruziyette etoposid
sitotoksisitesine etkisi.*

No Calisma gruplar: I. Deney II. M. Ortalama
Deney Deney Hiicre
canlihig: (%)

2 ETO (170 uM) 62,5 52,3 55,6 56,8 + 5,2

4  TK7,81uM+ETO 50,2 32,2 48,0 435+9,8

6 TK31,25uM+ETO 24,9 16,0 359 25,6 +10,0°

8  TK 125uM+ETO 7,6 8,7 21,5 126+7,7°

10 TK 500uM+ETO 4,6 3,9 6,0 49+1,12

*Sonucglar ortalama * standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canliligi negatif kontrole goére
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak %0,5 DMSO uygulandi. #p<0,05. negatif kontrol ile
karsilastirildi. °p<0,05, etoposid (170 uM) ile karsilastirildi. ETO: etoposid; TK: timokinon.



55

Tablo 4.6. HeLa hiicreleri {izerinde timokinonun 48 saat maruziyette etoposid
sitotoksisitesine etkisi.*

No Calisma gruplar l. Deney II. . Ortalama
Deney Deney Hiicre
canlhihig
(%)

2 ETO (170 uM) 40,4 57,5 50,4 49,4 + 8,6

4  TK7,81uM+ETO 38,5 52,4 48,5 465+ 7,2

6 TK31,25uM+ETO 35,0 39,9 35,6 36,8+2,7¢%

8 TK 125uM+ETO 6,3 11,3 13,3 10,3+ 3,62

10 TK 500uM+ETO 3,0 39 4,7 3,9+0,82

*Sonucglar ortalama * standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canliligi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak %0,5 DMSO uygulandi. #p<0,05. negatif kontrol ile
karsilagtirildi. °p<0,05, etoposid (50 uM) ile karsilastir1ldi. ETO: etoposid; TK: timokinon.
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Sekil 4.7. HeLa hiicreleri iizerinde timokinonun 24 saat maruziyette (A) ve 48 saat
maruziyette (B) etoposid sitotoksisitesine etkisi.*

*Sonucglar ortalama * standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canliligi negatif kontrole goére
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak %0,5 DMSO uygulandi. 2p<0,05. negatif kontrol ile
karsilastirildi. ®p<0,05, etoposid (50 uM ve 170 uM) ile karsilastirildi. ETO: etoposid; TK: timokinon.
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5. TARTISMA

Serviks kanseri, diinyada kadinlarda meme ve kalin bagirsak kanserinden sonra
en sik goriillen kanser tiirlerinden olup erken teshis edildiginde tamamen tedavi
edilebilen bir hastaliktir. Serviks kanserinin tedavisi radyasyon ve sisplatin bazli
kemoterapinin bir kombinasyonudur. Bununla birlikte, bes yillik genel yasama orant
%50 civarin1 agamamaktadir (9). Giliniimiizde, ilerlemis serviks kanserinde sisplatin
tek basina veya 5-florourasil, etoposid, vinorelbin, topotekan, paklitaksel, gemsitabin
ve irinotekan gibi diger ilaclarla kombinasyon halinde radyoterapi ile birlikte standart
bir rejim olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte, etkinliklerine ragmen, bu
kemoterap6tik ilaclarin yan etkileriyle ilgili endigeler devam etmektedir. Sisplatinden
yararlanma olasilifi en yiikksek olan bireylere tedavi vermeden Once
kemosensitivitenin 6ngdriilmesi zordur. Ayrica tedavide toksik etkilerden ve gereksiz
maliyetlerden kaginmak veya en aza indirmek oldukg¢a onemlidir. Serviks kanseri
tedavisinde tedavi etkinliginin arttirilmasi ve toksisitenin diisliriilmesi amaciyla ¢oklu
ilag rejimleri tercih edilmektedir. Serviks kanserlerini tedavi etmek {izere yan etkilere
sahip olma olasiliklar1 daha diisiik oldugu i¢in, 6zellikle bitkisel 6zler olmak {iizere,
dogal tiriinlerin kullanimina yonelik arastirmalar giderek artmaktadir. Bir dizi in vitro
calisma, rahim agz1 kanseri hiicrelerinde hiicre 6liimii veya apoptozu indiiklemede
dogal bilesiklerin potansiyel etki mekanizmalarini gostermistir. Timokinon, Nigella
sativa bitkisinin aktif bir bilesenidir ve kanser tedavisinde potansiyel bir role sahiptir.
Onceki arastirmacilar, timokinonun akciger kanseri, meme kanseri, kolon kanseri,
melanom, karaciger kanseri, noroblastom ve agiz kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasini

azalttigini bildirmistir (124).

Arastirmalarin, kemoterapide tedavi sonuglarini iyilestirmek i¢in yenilikei ilag
stratejilerinin kesfine odaklanmasi gerektigi goriilmektedir. Timokinonun serviks
kanserinde etoposid ile birlikte etkinligine dair g¢alismalar olduk¢a yetersizdir.
Caligmamizda timokinon ve etoposid kombinasyonunun serviks kanseri hiicre hatti
olan HeLa hiicre canlilig1 lizerine etkilerinin degerlendirilmesi amaglanmis ve
etoposidin antikanser etkisini timokinonun nasil etkileyecegine aciklik getirmesi

hedeflenmistir.



58

Calismamizda timokinonun HeLa hiicre hattinda hiicre canlilig1 tizerine etkileri
MTT yontemi ile belirlenmistir ve sitotoksisite profilleri degerlendirilmistir. MTT
yontemi, in vitro kosullarda sitotoksisiteyi degerlendirmek igin uygulanan ve
mitokondriyal enzim aktivitesini 6l¢en kolorimetrik bir test yontemdir. MTT ve diger
tetrazolyum tuzlarinin, solunum zinciri ve diger elektron tagima sistemleri tarafindan
hiicre icinde suda ¢oziinmeyen menekse renkli formazan kristallerine indirgenmesi

esasina dayanir (125).

Calismamizda HeLa hiicresi uygun ¢ogalma hizina ve uygun koloni olugturma
Ozellikleri  gdstermistir. Sitotoksisistenin ~ degerlendirilmesinde calisilan
maddelerimize kars1 yiliksek hassasiyet gostermistir. Bu 6zellikleri ile HeLa hiicresi in

vitro ¢alismamizda kolaylik saglamistir.

Caligmamizda HeL a hiicrelerinde timokinon uygulamasinin negatif kontrol ile
karsilastirildiginda 24  saatlik inkiibasyon i¢in 250 pM ve {izerindeki
konsantrasyonlarinda ve 48 saat inkiibasyon icin 125 pM ve {izerindeki
konsantrasyonlarinda doz bagimli olarak hiicre canliligimi anlamli azalttig
bulunmustur. HeLa hiicrelerinde timokinona ait ICsp degerleri 24 ve 48 saatlik
inkiibasyonlart i¢in sirastyla 233,6 uM ve 145,5 uM ve etoposide ait ICso degerleri 24
ve 48 saatlik maruziyette sirasiyla 167,3 uM ve 52,7 uM bulunmustur. Sonuglar
timokinon ve etoposidin HeLa hiicrelerine hiicre canliligini azaltici etkisinin hem doz
hem de zaman bagimli oldugunu gostermektedir. Timokinon etoposidin yaklasik 1Cso
degerini 24 saatlik inkiibasyon i¢in 15,63 uM ve iizeri dozlarinda ve 48 saat
inkiibasyon i¢in 31,25 uM ve iizeri dozlarinda doz bagimli anlamli olarak azaltmistir.
Calismamiz timokinonun HeLa hiicresinde etoposidin sitotoksik etkisini
arttirabilecegini gostermistir; bu durum timokinonun etoposidin antikanser etkisini
arttirabilecegini diisiindiirmektedir.

HeLa hiicresinde 50 M etoposidin 48.saatte hiicre canlilig1 %81,6 ve 72.saat
inkiibasyonda %37,5 olarak bulunmustur. Yapilan incelemede apoptotik olusumlar

gosterilmistir (126).

Xiao ve ark. (2014) BGC-823, HeLa ve A549 tiimor hiicre hatlarina karsi
etoposidin 48.saatte IC50 degerlerini sirasiyla 43,74 + 5,13 uM, 209,90 + 13,42 uM
ve 139,54 £ 7,05 uM olarak bildirmislerdir (127).
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Khader ve ark. (2009) Fischer si¢anlarindan izole edilen hepatositler tizerinde
yaptig1 bir caligmada 1 uM konsantrasyonda timokinonun ¢ok hizli (dakikalar i¢inde)
sitotoksik etki gosterdigi bildirilmistir. 100 uM konsantrasyonda timokinonun saatler
icinde hiicre oliimiine yol actig1 tespit edilmistir. 48 saat iginde 50 pM ve 22 uM
konsantrasyonlarda akut sitotoksisiye neden oldugu ve ayrica 10 uM ve 20 uM
konsantrasyonlarda timokinonun kontrole kiyasla nekroz diizeyinde artis1 tetikledigi

gosterilmistir (82).

Timokinonun farkli hiicre hatlar1 lizerine pek ¢ok sitotoksisite caligmasi
bulunmaktadir. Yapilan birgok ¢alisma timokinonun kanser hiicrelerine segici
sitotoksik etkiye sahip olabilecegini gostermektedir. Ancak incelenen ¢aligmalarda,
uygulanan yontemlerin farklt olmasmma bagli olarak timokinonun sitotoksik
profillerinin de farkli olabildigi goriilmektedir. Farkli glioblastoma hiicre hatlarinda
MTT yontemi kullanilarak yapilan bir calismada, timokinonun 24 saatlik
inkiibasyonunda IC50 degerleri T98G, US7MG ve Gli36AEGFR ig¢in sirastyla 2,4 uM,
10,3 uM ve 8,3 uM olarak tespit edilmistir. Timokinonun lizozomlardan enzim
salinimina yol agtig1, sitotoksik etkisinin p53°ten bagimsiz oldugu ve kaspaz bagimli

olarak apoptotik hiicre 6liimiine neden oldugu bildirilmistir (57).

Almajali ve ark. (2021) HL60 16semi hiicreleri iizerinde timokinonun
sitotoksisitesini incelemek i¢in hiicreleri, 1-6 pM doz araliginda timokinon ile 24, 48
ve 72 saat siireyle inkiibe etmislerdir. HL60 16semi hiicreleri lizerindeki timokinonun
IC50'si 24 ve 48 saat sonra 2 uM iken 72 saat sonra sadece 1 uM olarak belirlenmistir.
MTT'nin sonuglari, timokinonun doza ve zamana bagli bir sekilde hiicre canliligim

anlaml1 azalttig1 sonucuna varilmistir (128).

Bir diger in vitro ¢alismada tiimor hiicreleri olarak meme kanseri hiicre dizisi
(MCF-7) ve insan embriyonik bobrek hiicresi dizisi (HEK293) 24, 48 ve 72 saatlik
periyotlar boyunca farkli timokinon konsantrasyonlarina (15 uM, 25 uM ve 35 uM)
maruz birakilmigtir. MTT yOntemi ile hiicre canlilig1 lizerine etkileri incelemisleridir.
Timokinonun IC50 degeri 48 saatte 25 pM olarak belirlenmistir, bu da timokinonun
bu dozda MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasina kars1 giiglii bir etkiye sahip
oldugunu gostermistir. Bu calismada ayrica timokinonun apoptoz iligkili genlerden

BAD, Bax genlerinin ekspresyonunu arttirdigt ve p53 gen ifadesini azalttigi da
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gosterilmistir (129).

Yapilan bir diger ¢alismada ise timokinonun miyeloblastik 16semi (HL-60)

hiicrelerinde IC50 degerinini yaklasik 19,5 uM oldugu bildirilmistir (130).

Prostat kanseri C4-2B ve PC-3 hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada,
timokinonun IC50 degerleri sirasiyla yaklasik 50 uM ve 80 uM olarak bildirilmistir.
Timokinonun sitotoksik etkisinde timokinon yapisinda bulunan kinona bagli olarak

reaktif oksijen radikal olusumunun sorumlu olabilecegi ileri stiriilmistiir (131).

Timokinonun akciger (LNM35), karaciger (HepG2), kolon (HT29), melanom
(MDA-MB-435) ve meme (MDA-MB-231 ve MCF-7) hiicrelerinin 24 saat boyunca
artan konsantrasyonlarina (1-100 pm) maruz kalmas1 sonucu konsantrasyona bagli bir
sekilde hiicresel canliligini azalttigi ve 24 saatte IC50 konsantrasyonlart HepG2 i¢in
34 uM ve diger hiicreler i¢in de 50 ila 78 uM arasinda oldugu rapor edilmistir.
Calismada yiliksek dozlarinda timokinonun DNA hasarima yol acarak ve
mitokondiriyal-proapototik sinyal yolaklarini aktive ederek toksik etki gosterdigi
rapor edilmistir. Timokinonun ayrica DNA-hasarina neden olan sisplatin gibi
antikanser ilaglarin hiicre canliligini azaltmada sinerjistik etki gosterebilecegi de

bildirilmistir (132).

Insan serviks skuamoz karsinom (SiHa) hiicresinde timokinonun hiicre
canlilig1 iizerine etkisinin incelendigi bir in vitro ¢alismada timokinonun 72 saat
inkiibasyon sonrast MTT deneyi ve tripan mavi boyasi testiyle belirlenen IC50
degerleri sirastyla 64 uM ve 55.9 uM olarak belirlenmistir. Timokinonun SiHa hiicre
canliligin1 Bel-2 protein ifadesini diisiirerek apopitoz araciliiyla azalttigi bildirilmigtir
(133).

HelLa ve HepG2 hiicrelerinde timokinonun sitotoksik Ozellikleri, hiicre
yogunlugunun 6l¢ililmesine esas1 dayanan sulforhodamine B yontemi ile incelenmistir.
Timokinonun HeLa ve HepG2 i¢in 24 saatlik maruziyetinde IC50 degerleri sirastyla

44,8 uM ve 35,1 uM olarak bulunmustur (134).

Sakalar ve ark. (2013) timokinonun 48 saatlik inkiibasyonunda IC50 degerini
HeLa hiicrelerinde 12,5 uM olarak bildirmistir (135).

HeLa hiicresinin de bulundugu farkli hiicre hatlarinda (HeLa, SiHa 3T3, Vero
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hiicreleri) timokinonun 3-200 uM doz araliginda 24, 48 ve 72 saatlik maruziyetinde
hiicre canlilig1 lizerine etkilerinin incelendigi bir diger ¢alismada timokinonun IC50
degerleri HeLa, SiHa 3T3, Vero hiicreleri i¢in sirasiyla 24 saatlik maruziyetinde 119,2
uM, 87,8 uM, 70,6 uM ve 21,8 uM, 48 saatlik maruziyetinde 72,1 uM, 52,3 uM, 69,3
uM ve 17,7 uM, 72 saatlik maruziyetinde 29,6 uM, 23,4 uM, 61,7 uM ve 17,4 uM
olarak belirlenmistir. Bu c¢alismada timokinonun sitotoksik etkilerinin kanser

hiicrelerinde doz ve zaman-bagimli oldugu sonucuna varilmistir (124).

Literatiir incelemelerinde serviks kanserinde timokinonun etopozidle kombine
edildigi in vitro calismaya rastlanmanustir. Insan kolon kanseri hiicre dizilerinde hiicre
canliligt ve apoptotik yolaklarda timokinonun topoizomeraz I enzim inhibitorii
kemoterapoétik ilag topotekanin etkinligi iizerindeki proapoptotik ve antiproliferatif
etkilerini incelemek {izerine yapilan bir in vitro ¢alismada timokinonun topotekan ile
potansiyel sinerjik etkisi gosterilmistir. Calismada en iyi kombinasyonu (40 uM
timokinon ve 0.6 pM topotekan) belirledikten sonra, timokinonun p53- ve
Bax/Bcl2'den bagimsiz mekanizmalar yoluyla proliferasyonu inhibe ederek ve

toksisiteyi azaltarak topotekanin etkinligini arttirdig1 bildirilmistir (136).

Timokimonun insan meme adenokarsinomu (MCF-7) ve duktal karsinom
(T47D) hiicrelerine kars1 gemsitabinin kemomodiilatér potansiyelinin incelendigi bir
diger in vitro ¢alismada timokinon MCF-7 ve T47D hiicrelerinde sirasiyla 64,9+14
uM ve 16542 pM ICS50 ile sitotoksik etkiler gostermistir. MCF-7 ve T47D
hiicrelerinde gemsitabinin IC50'leri 0,940,18 uM ve 14,3+2,8 uM iiken timokinon ile
kombinasyondan sonra sirasiyla 0,058+12 uM ve 2,3+0,2 uM'ye onemli Olcilide
azalmistir. Sonuglar sinerjik etkiyi gostermistir. Bu calismaya gore timokinonun,
tiimorle iliskili direncli kok hiicre olusumunu azaltmanin yani sira apoptoz, nekroz ve
otofajiyi indiikleyerek meme kanseri hiicrelerine kars1 gemsitabine umut verici

kemomodiilator etkiler gosterdigi sonucuna varilmistir (137).

Timokinon bilinen topoizomeraz II zehirlerine yapisal benzerliklere sahip
oldugundan, bilesigin insan topoizomeraz Ila aktivitesi Tlizerindeki etkileri
incelenmistir. ¢aligmada timokinonun, ¢drek otu 6zii ve ¢orek otu yaginin hepsinin
enzim aracilt DNA bdliinme diizeylerini arttirdigi gosterilmistir. Timokinon da bir

topoizomeraz II inhibitorii olabilecegi bildirilmistir (138).
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Calismay1 kisitlayan bazi durumlar s6z konusudur. Timokinonun ve
etoposidin etki profilini gorebilmek i¢in genis doz araligi ¢alisilmistir. Timokinonun
sitotoksik olmayan dozlar1 etoposidin sitotoksik dozu ile kombine edilmistir.
Sonuglara gore HeLa hiicrelerinde timokinonun tek basina toksik olmadigi dozlarinda
etopozidin sitotoksik etkisini arttirabilecegi goriilmektedir. Timokinon bu etkisini
diisiik dozlarindan ziyade nisbeten daha yiiksek (31,25 uM ve iizerinde) ve sitotoksik
olmayan dozlarinda gergeklestirmistir. Timokinonun biyoyararlaniminin diisiik
oldugu ve kan dolasimindaki yar1 dmriiniin de ¢ok kisa oldugu diisiiniildiiglinde
caligmalarda timokinonun daha stabil formiilasyonlarinin ¢alisilmas1 gerektigi
diisiiniilmektedir. Servikal kanser tedavisinde klinikte sisplatin tercih edilmektedir.
Tedaviye sisplatinle birlikte farklt kemoterapotik ilag rejimleri de dahil
edilebilmektedir. /n  vitro calismamizda timokinonun etopozidle olan
kombinasyonlarina sisplatin de dahil edilerek ti¢lii kombinasyonun etkileri
caligabilirdi. Calismada HeLa hiicrelerinde timokinonun etopozidin sitotoksisitesi
tizerine etkinligi ile beraber daha ileri teknikler yardimi ile apoptoz, hiicre dongii
kontrol noktalari, antioksidan savunma sistemi gibi farkli olasi hiicresel yollar da
incelenebilirdi. Calisma sonuglari On arastirma niteligi tasimasimna ragmen
timokinonun kanser tedavisinde kullanilan etopozidin terapotik — etkinligini
giiclendirmedeki tamamlayic1 roliinii gostermesi acisindan ilgili konuya yonelik
literatiire yeni veri kazandirmistir ve umut verici bulgular1 ortaya koymaktadir.

Calisma yapilacak olan ileri aragtirilmalara 6ncii olabilir.
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6. SONUC ve ONERILER

Serviks kanseri erken teshisle 6nlenebilse de kadinlarda 6nemli 6liim nedenleri
arasinda yer almaktadir. Serviks kanseri tedavi segenekleri arasinda cerrahi,
radyoterapi, kemoterapi yer alir. Kemoterapide radyasyon ve sisplatin bazh
kemoterapi tercih edilmektedir. Bir topoizomeraz-II inhibitérii olan etoposid, akciger
kanseri, testis kanseri, akut miyelojen6z 16semi ve akut miyelomonositik 16semi,
Hodgkin Lenfomasi ve yiiksek dereceli Hodgkin dis1 lenfomalarda ve serviks kanserin

tedavisinde etkili bir kemoterapétik ajandir.

Serviks kanseri tedavisinde tedavi etkinliginin arttirilmasi ve toksisitenin
diisiiriilmesi amaciyla c¢oklu ilag rejimleri tercih edilmektedir. Tedavide toksik
etkilerden ve gereksiz maliyetlerden kaginmak veya en aza indirmek oldukca
onemlidir. Tekrarlayan rahim agzi kanseri olan hastalarda sisplatin ile kombinasyon
halinde oral etoposidin kombine edilmesinin tedavi etkinliinin arttirabilecegini
bidirilmisitir (10).

Serviks kanserlerini tedavi etmek iizere yan etkilere sahip olma olasiliklart
daha diisikk oldugu ig¢in, Ozellikle bitkisel 6zler olmak iizere, dogal iirlinlerin
kullanimina yonelik arastirmalar giderek artmaktadir. Bir dizi in vitro ¢aligma, rahim
agz1 kanseri hiicrelerinde hiicre 6liimii veya apoptozu indiikklemede dogal bilesiklerin
potansiyel etki mekanizmalarini gostermistir. Nigella sativa bitkisinin aktif bir bileseni
olan timokinonun kanser tedavisinde umut vaat edici olabilecegi one siiriilmektedir.
Timokinon DNA-hasarina neden olan sisplatin gibi antikanser ilaglarin hiicre

canliligini azaltmada sinerjistik etki gosterebilmektedir (27, 1, 28).

Serviks kanserinde timokinonun etoposid ile birlikte kullaniminda tedavi
tizerindeki etkinligine dair calismalar oldukga yetersizdir. Calismamizda timokinon ve
etoposid kombinasyonunun serviks kanseri hiicre hatti olan HeLa hiicre canlilig
tizerine etkilerinin degerlendirilmesi amaglanmis ve etoposidin antikanser etkisini

timokinonun nasil etkileyecegine agiklik getirmesi hedeflenmistir.

Calismamizda HeLa hiicrelerinde timokinon uygulamasinin 24 saatlik
inkiibasyon i¢in 250 uM ve iizerindeki konsantrasyonlarinda ve 48 saat inkiibasyon

icin 125 pM ve tlizerindeki konsantrasyonlarinda doz bagimli olarak hiicre canliligim
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anlaml azalttig1 bulunmustur. HeLa hiicrelerinde timokinona ait ICso degerleri 24 ve
48 saatlik inkiibasyonlar1 i¢in sirasiyla 233,6 uM ve 145,5 uM ve etoposide ait ICsg
degerleri 24 ve 48 saatlik maruziyette sirastyla 167,3 uM ve 52,7 uM bulunmustur.
Sonuglar timokinon ve etoposidin HeLa hiicrelerine hiicre canliligin1 azaltici etkisinin
hem doz hem de zaman bagimli oldugunu gostermektedir. Timokinon etoposidin
yaklasik ICsg degerini 24 saatlik inkiibasyon i¢in 15,63 uM ve iizeri dozlarinda ve 48
saat inkiibasyon icin 31,25 puM ve lizeri dozlarinda doz bagimli anlamli olarak

azaltmustir.

Glinlimiizde tedavi yaklasimlarinda kemoterapdtik ilaclar ile birlikte cesitli
bitkisel kaynakli 6zellikle fenolik bilesikler kullanilarak antikanser etkinin arttirilmast,
sitotoksisitenin azaltilmasi arastirilmaktadir. Bu ¢alismada timokinonun antikanser
ilag etoposide ile birlikte kullaniminda HeLa kanser hiicresi lizerindeki etkileri MTT
yontemi ile arastirilmistir. Calismamizda timokinonun tek basina sitotoksik olmadigi
dozlarinda bile etoposid sitotoksisitesini arttirabildigi sonucuna ulasilmistir. Bu etki

timokinonun etopsidin antikanser etkinligini arttirabilecegini diisiindiirmektedir.

Calisma sonuglarimiz Onceki bazi ¢alisma sonuglari ile tutarli iken bazi
calismalar ile tutarli olmadigir da goriilmektedir. Sonuclarin kullanilan sitotoksisite
yontemine, uygulama zamanina ve secilen hiicre ve 6zelliklerinin farkli olmasina bagh
degisebilecegi diisiiniilmektedir. Timokinonun cesitli insan kanserlerinin tedavisinde
yan etkilerin azaltilmasi, tedavi etkinliginin arttirllmasi ve tedavi maliyetlerin
azaltilmasi agisindan 6nemi rol oynayabilecegi diisiiniilmekle birlikte mevcut verilerin
daha fazla klinik ¢alisma ile desteklenmesi gerektigi goriilmektedir. Ayrica
timokinonun molekiiler yapis1 nedeniyle stabilitesinin diisiik olmas1 bu molekiiliin
dayanikli formiilasyonlarinin gelistirilmesini gerektirdigi de unutulmamalidir. Daha

ileri ¢aligmalarla bu konunun aydinlatilmasi 6nerilmektedir.
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