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YAYIMLAMA VE FİKRİ MÜLKİYET HAKLARI BEYANI 

 

Enstitü tarafından onaylanan lisansüstü tezimin/raporumun tamamını veya herhangi bir kısmını, basılı 

(kağıt) ve elektronik formatta arşivleme ve aşağıda verilen koşullarla kullanıma açma iznini Hacettepe 

Üniversitesine verdiğimi bildiririm. Bu izinle Üniversiteye verilen kullanım hakları dışındaki tüm fikri 

mülkiyet haklarım bende kalacak, tezimin tamamının ya da bir bölümünün gelecekteki çalışmalarda 

(makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanım hakları bana ait olacaktır. 

Tezin kendi orijinal çalışmam olduğunu, başkalarının haklarını ihlal etmediğimi ve tezimin tek yetkili 

sahibi olduğumu beyan ve taahhüt ederim. Tezimde yer alan telif hakkı bulunan ve sahiplerinden yazılı 

izin alınarak kullanılması zorunlu metinlerin yazılı izin alınarak kullandığımı ve istenildiğinde 

suretlerini Üniversiteye teslim etmeyi taahhüt ederim. 

Yükseköğretim Kurulu tarafından yayınlanan “Lisansüstü Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanması, 

Düzenlenmesi ve Erişime Açılmasına İlişkin Yönerge” kapsamında tezim aşağıda belirtilen koşullar 

haricince YÖK Ulusal Tez Merkezi / H.Ü. Kütüphaneleri Açık Erişim Sisteminde erişime açılır. 

o Enstitü / Fakülte yönetim kurulu kararı ile tezimin erişime açılması mezuniyet 

tarihimden itibaren  yıl ertelenmiştir. (1) 

o Enstitü / Fakülte yönetim kurulunun gerekçeli kararı ile tezimin erişime açılması 

mezuniyet tarihimden itibaren ... ay ertelenmiştir. (2) 

o Tezimle ilgili gizlilik kararı verilmiştir. (3) 
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 Hediye Gamze Nur Çelebioğlu 

 

 
1“Lisansüstü Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanması, Düzenlenmesi ve Erişime Açılmasına İlişkin Yönerge”  

(1) Madde 6. 1. Lisansüstü tezle ilgili patent başvurusu yapılması veya patent alma sürecinin devam etmesi durumunda, 
tez danışmanının önerisi ve enstitü anabilim dalının uygun görüşü üzerine enstitü veya fakülte yönetim kurulu iki 

yıl süre ile tezin erişime açılmasının ertelenmesine karar verebilir.   

 

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotların kullanıldığı, henüz makaleye dönüşmemiş veya patent gibi yöntemlerle 

korunmamış ve internetten paylaşılması durumunda 3. şahıslara veya kurumlara haksız kazanç imkanı oluşturabilecek 

bilgi ve bulguları içeren tezler hakkında tez danışmanının önerisi ve enstitü anabilim dalının uygun görüşü üzerine 
enstitü veya fakülte yönetim kurulunun gerekçeli kararı ile altı ayı aşmamak üzere tezin erişime açılması 

engellenebilir. 

 
(3) Madde 7. 1. Ulusal çıkarları veya güvenliği ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve güvenlik, sağlık vb. konulara 

ilişkin lisansüstü tezlerle ilgili gizlilik kararı, tezin yapıldığı kurum tarafından verilir *. Kurum ve kuruluşlarla 

yapılan işbirliği protokolü çerçevesinde hazırlanan lisansüstü tezlere ilişkin gizlilik kararı ise, ilgili kurum ve 

kuruluşun önerisi ile enstitü veya fakültenin uygun görüşü üzerine üniversite yönetim kurulu tarafından verilir. 

Gizlilik kararı verilen tezler Yükseköğretim Kuruluna bildirilir.  

Madde 7.2. Gizlilik kararı verilen tezler gizlilik süresince enstitü veya fakülte tarafından gizlilik kuralları çerçevesinde 
muhafaza edilir, gizlilik kararının kaldırılması halinde Tez Otomasyon Sistemine yüklenir  

 

* Tez danışmanının önerisi ve enstitü anabilim dalının uygun görüşü üzerine enstitü veya fakülte yönetim 

kurulu tarafından karar verilir.      
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ÖZET 

Çelebioğlu, H.G.N. Serviks Kanserinde Timokinon ve Etoposid 

Kombinasyonunun Hücre Canlılığı Üzerine Etkileri. Hacettepe Üniversitesi 

Sağlık Bilimleri Enstitüsü Farmasötik Toksikoloji Programı Yüksek Lisans Tezi, 

Ankara, 2022. Serviks kanseri dünyada her iki dakikada bir kadının ölümüne neden 

olan ve kadınlarda meme kanserinden sonra en sık görülen ikinci kanser türüdür.  

Başlıca tedavi seçenekleri arasında cerrahi, radyoterapi, kemoterapi yer alır. Bir 

topoizomeraz-II inhibitörü olan etoposid, akciğer kanseri, testis kanseri, akut 

miyelojenöz lösemi ve akut miyelomonositik lösemi, Hodgkin Lenfoması ve yüksek 

dereceli Hodgkin dışı lenfomalarda ve serviks kanserin tedavisinde etkili bir 

kemoterpötik ajandır. Araştırmalar, tedavi sonuçlarını iyileştirmek için yenilikçi ilaç 

stratejilerinin keşfine odaklanmaktadır. Alternatif ve tamamlayıcı tıpta bitkilerin 

kanser tedavisindeki olumlu etkileri ilgi odağı oluşturmuştur ve buna yönelik 

çalışmalar artmaya başlamıştır. Ülkemizde Ranunculacea (Düğünçiçeğigiller) 

familyasında yer alan ve “çörek otu” olarak bilinen Nigella sativa türünden izole edilen 

timokinonun yapılan birçok çalışmada antikanserojenik, kardiyoprotektif, 

antiinflamatuvar, analjezik, antioksidan, bağışıklık sistemini güçlendirici etkilerinin 

olduğu ileri sürülmektedir. Timokinonun serviks kanserinde etoposid ile birlikte 

etkinliğine dair çalışmalar yetersidir. Bu çalışmada serviks kanser hücre hattında 

(HeLa hücresi) timokinonla olan kombinasyonlarının etoposid sitotoksisitesine 

etkisinin MTT yöntemi ile değerlendirilmesi amaçlanmıştır. HeLa hücrelerinde negatif 

kontrol ile karşılaştırıldığında timokinonun hücre canlılığını 24 saatlik inkübasyon için 

250 μM ve üzerindeki konsantrasyonlarında ve 48 saat inkübasyon için 125 μM ve 

üzerindeki konsantrasyonlarında doz bağımlı olarak anlamlı azaltmıştır ve IC50 değeri 

sırasıyla 233,6 μM ve 145,5 μM bulunmuştur. HeLa hücrelerinde etoposide ait IC50 

değerleri 24 ve 48 saatlik maruziyette sırasıyla 167,3 μM ve 52,7 μM bulunmuştur. 

Timokinon etoposidin yaklaşık IC50 değerini 24 saatlik inkübasyon için 15,63 μM ve 

üzeri dozlarında ve 48 saat inkübasyon için 31,5 μM ve üzeri dozlarında doz bağımlı 

anlamlı olarak azaltmıştır. Sonuçlarımız timokinonun etoposidin kanser hücrelerinde 

sitotoksik etkisini arttırabileceğini göstermiştir; bu durum etopsidin antikanser etkisini 

arttırabileceğini düşündürmektedir, ancak bu konuda kapsamlı çalışmalara ihtiyaç 

bulunmaktadır. Bu çalışma bir ön çalışma niteliğinde olup yeni tedavi stratejilerin 

geliştirilmesine katkı sağlayacaktır. 

 

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 "çörek 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 μM and above for 24 hours incubation and 125 μM and above 

for 48 hours incubation, and the IC50 value were 233.6 μM and 145.5 μM, 

respectively, in HeLa cells. The IC50 values of etoposide in HeLa cells were 167.3 

μM and 52.7 μM at 24 and 48 hours of exposure, respectively. Thymoquinone 

significantly decreased the approximate IC50 value of etoposide in doses of 15.63 μM 

and above for 24 hours incubation and 31.5 μM 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. GİRİŞ 

 

Hücrelerin kontrolsüz şekilde bölünüp, çoğalması ile ortaya çıkan kanser, 

genetik ve çevresel koşulların etkisi altında kompleks bir hastalıktır. Serviks kanseri, 

rahim ağzının yani uterusun vajinaya açılan boyun kısmının hastalığıdır. Serviks 

kanseri, dünyada kadınlarda meme ve kalın bağırsak kanserinden sonra en sık görülen 

kanser türüdür (1, 2). Ancak tarama testleri ile erken teşhis edilerek önlenebildiği 

bilinmektedir (3). 

Rahim ağzı kanseri herpes simplex virüs (HPV) ile ilişkili olup neredeyse tüm 

rahim ağzı kanserleri HPV enfeksiyonu (%99,7) nedeniyledir (2). Hastaların %70’inde 

HPV-16 ve HPV-18 pozitiftir. Bansal ve ark. leiomyosarkom olgusunda 

lenfadenektomi uygulanan hastaların hiçbirinde nodal hastalık bulunmadığını 

saptamışlardır (4).  Malign lezyonlarda premalign lezyonlara kıyasla HER-2/neu’nun 

daha yüksek ekspresyonun ve HER-2/neu onkoproteninin aşırı ekspresyonunun kötü 

prognoz, metastatik potansiyel ve agresif biyolojik davranış ile ilişkili olduğu 

bulunmuştur (5). 

Serviks kanserinin yaklaşık %75’ini skuamöz hücreli karsinom (SCC), 

yaklaşık %25'ini ise adenokarsinom oluşturur (6). Serviksin adenosarkomu, tipik 

olarak üreme çağında görülen iyi huylu epitelyal ve malign stromal bileşenleri olan 

başka bir nadir tümördür (7). Adenokarsinom insidansı tarama yöntemlerin yetersizliği 

nedeniyle son yıllarda artmıştır. Diğer daha az yaygın serviks kanserleri arasında 

nöroendokrin karsinom, küçük hücreli tümörler, camsı hücreli karsinomlar ve 

sarkomlar bulunur (8). Serviks kanserinin tedavisi radyasyon ve sisplatin bazlı 

kemoterapinin bir kombinasyonudur. Bununla birlikte, beş yıllık genel yaşama oranı 

%50 civarını aşamamaktadır (9).  

Serviks kanseri tedavisinde tedavi etkinliğinin arttırılması ve toksisitenin 

düşürülmesi amacıyla çoklu ilaç rejimleri tercih edilmektedir. Tekrarlayan rahim ağzı 

kanseri olan hastalarda sisplatin ile kombinasyon halinde oral etoposidin 

değerlendirildiği çok merkezli bir Japon çalışmasının uzun dönem takip sonuçları oral 

etoposid ve intravenöz sisplatinden oluşan kombinasyon kemoterapisinin tekrarlayan 

rahim ağzı kanseri için etkili ve güvenli olduğunu göstermiştir (10). 
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Etoposid, Amerikan Mayapple'da bulunan bir toksin olan podofilotoksinden 

türetilmiştir. İlk olarak 1966'da sentezlenmiş ve 1983'te FDA tarafından kanser 

tedavisi için onaylanmıştır (11). Etoposid geniş bir tümör grubuna karşı önemli bir 

etkinlik gösterir. Etoposid, akciğer kanserine karşı diğer ajanlarla kombine edildiğinde 

etkili bulunmuştur ve küçük hücreli akciğer kanserinde kombinasyon tedaviye %90 

yanıt oranları gözlenmiştir. Ayrıca etoposid diğer ajanlarla kombine edildiğinde testis 

kanseri hastalarında %80’lik yanıt oranları gözlemlenmiştir (12). Ayrıca etoposid, akut 

miyelojenöz lösemi ve akut miyelomonositik lösemi, Hodgkin Lenfoması ve yüksek 

dereceli Hodgkin dışı lenfomalarda da kullanılır (13). 

Ranunculacea (Düğünçiçeğigiller) familyasının Ülkemizde “Çörek otu” olarak 

bilinen Nigella sativa türünden izole edilen timokinonun antioksidan, 

antihiperlipidemik, antidiyabetik, antiinflamatuar, hepatoprotektif gibi pek çok yararlı 

etkilere sahip olduğu bilinmektedir. Yapılan çalışmalarda çörek otu tohumu ve 

bileşenlerinin antikanserojenik, kardiyoprotektif (14), antitümöral (14), 

antiinflamatuar ve analjezik (15), antioksidan (16), hipoglisemik (17), bağışıklık 

sistemini güçlendirici (18) etkilerinin olduğu gösterilmektedir. Çeşitli kanser 

türlerinde timokinonun birçok in vitro ve in vivo çalışmalarda gösterilmek üzere 

antinflamatuvar ve antitümör aktiviteye sahip olabileceği bildirilmektedir (15). In vitro 

çalışmalarda timokinonun bazı kanser hücre büyümesini inhibe edebildiği ve apoptozu 

indükleyebildiği gösterilmiştir (19, 20). Ayrıca timokinonun insan multipl miyelom 

hücrelerinde, proliferasyonu inhibe ettiği, apopitozu indüklediği, F-aktin 

polimerizasyonunu ve Bcl-2/Bcl'yi azattığı ve sinyal transdüseri ve transkripsiyon-3 

aktivasyonunun aktivatörünü baskılayarak kemosensitizasyon etkisi gösterilmiştir 

(21). Son çalışmalar, timokinonun histon asetilasyonunu ve deasetilasyonu 

değiştirmesi gibi epigenetik mekanizmaları modüle edebileceğini göstermiştir. Ayrıca, 

timokinon, hücresel epigenetiğin anahtar parçaları olan miRNA ve lncRNA gibi 

kodlayıcı olmayan çeşitli RNA'ların genetik ekspresyonunu değiştirebilir (22).       

Bazı tümör baskılayıcı genlerin ve proteinlerin (p53, PTEN, p21, p27, BRCA1) 

timokinon tarafından aşırı eksprese edildiği veya aktive edildiği bulunmuştur. Ayrıca 

bazı onkojenik sinyal molekülleri ve yolları, fosfoinositid 3 kinaz (PI3K)/Akt ve 

mitojenle aktifleştirilen protein kinaz (MAPK)/ERK'nin, timokinon tarafından inhibe 

edildiği bulunmuştur (23, 24, 25). Nanopartiküllerle formüle edilen timokinonun 
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etkileri özellikte meme kanseri hücre hattında miR34a ekspresyonunu arttırmasının 

yanı sıra, Rac1 ekspresyonunun inhibisyonu yoluyla sitoskeletal aktin 

polimerizasyonunun aşağı yönlü regülasyonundan kaynaklanabilecek güçlü bir 

antimigratör etkisinin olduğu gösterilmiştir (26). 

Araştırmaların, kemoterapide tedavi sonuçlarını iyileştirmek için yenilikçi ilaç 

stratejilerinin keşfine odaklanması gerektiği görülmektedir (27, 1).   Alternatif ve 

tamamlayıcı tıpta bitkilerin kanser tedavisindeki olumlu etkileri ilgi odağı 

oluşturmuştur ve buna yönelik çalışmalar artmaya başlamıştır. Bazı bitkilerle ile 

yapılan çalışmalar umut vaat etmektedir. Etoposid ile tedavi edilmiş sıçanlarda 

Zingiber Officinale yağının oksidatif stres ve DNA hasarı üzerine modülatör etkisinin 

araştırıldığı bir çalışma ise, Zingiber Officinale nin etoposid kaynaklı genotoksisiteyi 

ve oksidatif stresi azalttığı için bitkisel bir ilaç olarak kullanılma potansiyeline sahip 

olabileceği belirtilmektedir (28). 

Timokinonun serviks kanserinde etoposid ile birlikte etkinliğine dair 

çalışmalar oldukça yetersizdir.  Çalışmamızda serviks kanser hücre hattında (HeLa 

hücresi) timokinonla olan kombinasyonlarının etoposid sitotoksisitesine etkisinin 

MTT yöntemi ile değerlendirilmesi amaçlanmış ve etoposidin antikanser etkisini 

timokinonun nasıl etkileyeceğine açıklık getireceği hedeflenmektedir. Bu çalışma yeni 

ilaç formülasyonlarının geliştirilmesine ve bilime önemli katkı sağlayacağı 

öngörülmektedir. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. Timokinon 

  

2.1.1. Timokinonun Bulunuş Yeri ve Geleneksel Kullanımı 

 Ranunculacea (düğünçiçeğigiller) familyasında yer alan Nigella sativa L. 

(çörek otu) bitkisi Güney Batı Asya, Avrupa, Kuzey Afrika‘da yetiştirilen çiçekli yıllık 

bir bitkidir (29, 30, 31). 

 Çörek otu bitkisinin yaprakları doğrusal mızrak şekillidir. 5-10 petalden oluşan 

çiçekleri genellikle beyaz, pembe, sarı ve mor renklerdedir. Bitkinin meyveleri  

kapsüllü olup her biri birçok tohum içerir. Tohumları siyah renkli olup yassı, oval 

dikdörtgen, köşeli ve huni biçimindedirler. Tohumların uzunluğu 0,2 cm ve genişliği 

0,1 cm civasındadır.  Ülkemizdeki tarımı ve ticareti yapılan çörek otu türü Nigella 

sativa L. olup çoğunlukla Afyon, Isparta, Burdur ve Konya yörelerinde 

yetiştirilmektedir (29, 30). 

  Çörek otu tohumu sıklıkla gıda olarak tüketilmektedir. Gıdalarda yiyecek 

koruyucu ve baharat olarak kullanılmaktadır. Asya, Afrika, Orta Doğu’da çörek otu 

tohumu ve yağı uzun yıllar çeşitli hastalıkların tedavisinde geleneksel olarak 

kullanılmıştır. Kusmanın önlenmesinde çörek otu tohumların kavrularak dahilen 

verildiği ve çörek otu yağının antiseptik olarak haricen kullanıldığı bildirilmiştir. 

Bununla birlikte geleneksel olarak çörek otu tohumundan elde edilen tentürün ishal, 

dismenore, iştah kaybı, amenore, parazit ve deri döküntüsünün tedavisinde kullanıldığı 

bilinmektedir. (29, 30, 14, 32).  

 Çörek otu tohumunun halk arasında astım, öksürük, bronşit, romatizma, 

dispepsi, ishal, dizanteri, ateş, ağrı, şişkinlik, sarılık, paralizi, basur ve diğer 

rahatsızlıklarda geleneksel olarak kullanıldığı bildirilmektedir ve kardiyovasküler, 

sindirim, bağışıklık, karaciğer, böbrek ve solunum sistemi problemlerini 

düzeltebileceği ve geleneksel tıbbi kullanımında faydalı olabileceği düşünülmektedir 

(29, 30, 33). 
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2.1.2. Timokinonun Fizikokimyasal Özellikleri 

 Timokinon (2-izopropil-5-metilbenzo-1,4-kinon), çörek otu tohumu uçucu 

yağının ana biyolojik aktif bileşenidir. Moleküler ağırlığı 164,20 g/mol’dür. 

Timokinon oranı çörek otu tohumu uçucu yağının %18,4-24 arasında değişir. Çörek 

otu tohumunun farmakolojik etkilerinden özellikle timokinon sorumludur. Enol ve 

keto (%90) form dahil tautomerik formlarda bulunur. Keto formu bileşiğin 

farmakolojik özelliklerinden sorumludur (29, 33). 

Timokinon hidrofobik bir moleküldür. Timokinon etanol, dimetil sülfoksit ve 

dimetil formamid gibi organik çözücülerde çözünür. Timokinonun etanol ve dimetil 

formamid içindeki çözünürlüğü yaklaşık 16 mg/ml ve dimetil sülfoksit içindeki 

çözünürlüğü ise yaklaşık 14 mg/ml'dir. Timokinon sulu tamponlarda az çözünür (29, 

33). 

Timokinon ışığa karşı yüksek hassasiyete sahiptir ve ışığa maruziyette 

parçalanır. Timokinonun artan pH’larda stabilitesi düşer; asidik pH’da ise düşük 

degredasyon görülür (29, 33).  

                                                                                                   

Şekil 2.1. Timokinonun kimyasal yapısı (29, 34). 

  

 2.1.3. Timokinonun Farmokokinetik Özellikleri                                                                                                 

Timokinonun farmakokinetik özelliklerine dair çalışmalar yeterli değildir. 

Timokinonun hidrofobik özelliği ve stabilitesinin düşük olması ilaç 

formülasyonlarının sınırlandırılmasına neden olmaktadır. Yapılan çalışmalarda katı 

lipid nanopartiküller, timokinon-yüklü liposomlar, timokinon-yüklü nano-yapılı lipid 

taşıyıcılar gibi biyoyararlanım ve aktiviteleri arttırılmış timokinonun yeni analogları 

sentezlenmektedir. Bu yapılar üzerine çalışmalar önem kazanmaktadır (29, 35, 33). 
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 Timokinonun intravenöz (iv), periton içi (ip) ve oral yol dahil farklı 

uygulamalarının yer aldığı farmakokinetik çalışmalar yapılmıştır. Timokinonun 

tavşanlarda iv ve oral uygulama ile farmakokinetik özelliklerinin incelendiği 

çalışmada timokinonun iv uygulamayı takiben toplam klerensinin 7,19 ml/kg/dk ve 

dağılım hacminin (Vss)700,9 ml/kg olduğu tespit edilmiştir. Oral uygulama sonrası ise 

klerens değerinin 12,30 ml/dk/kg ve Vss ‘nin 5109,46 ml/kg olduğu ve yarı ömrünün 

(t½) yaklaşık 274 dk olduğu belirlenmiştir. Timokinon iv 5 mg/kg uygulamada plazma 

konsantrasyonu linear kinetik sergilemiştir. Oral uygulamada eliminasyonu 

incelendiğinde yavaş absorbe olduğu ve mutlak biyoyararlanımının düşük olduğu 

bulunmuştur. Mutlak biyoyararlanım yaklaşık %58 olarak bildirilmiştir. Timokinonun 

oral uygulamadan sonra yavaş absorpsiyon ve hızlı eliminasyon gösteren bir bileşik 

olduğu sonucuna varılmıştır (29, 33, 36). 

 Timokinon-protein bağlanma oranı tavşanlarda %99,19, insanlarda 98,99 

olarak tahmin edilmektdir (29, 36). 

 Oral yolla alınan timokinon karaciğerde karaciğer enzimleri (DT-diaforaz 

(kinin redüktaz) ile metabolize edilerek hidrokinona indirgenir, hidrokinon konjüge 

edilir ve daha sonra merkaptürik asite dönüştürülerek idrarla atılır (Şekil 2.2) (29, 33). 

 

                 

Şekil 2.2. Timokinonun biyotransformasyonu.  

E1: NADPH CYP redüktaz

E2: NADH CYP-b5 redüktaz

E3: NADH-ubikinon oksidoredüktaz

E4: Süperoksit dismutaz (SOD)

E5: Katalaz (CAT)

E6: NADPH kinon oksidoredüktaz

E7: Glutatyon (GSH)

Antioksidan

Timokinon

Semikinon

Timohidrokinon

Glutationil-dihidrotimokinon
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 2.1.4. Timokinonun Farmakodinamik Özellikleri 

  

Timokinonun etki mekanizması karmaşıktır. Yapılan çalışmalarda 

timokinonun birden fazla hedefi olduğu gösterilmiştir (Tablo 2.1). (29, 14) Başlıca 

etkileri hücre döngüsü ve çoğalması, anjiyojenez, apoptoz, migrasyon, invazyon ve 

metastaz, inflamasyon ve oksidatif stres üzerinedir (29).  

 

Hücre döngü ve apoptoz üzerine etkisi 

Timokinon hücre döngüsünü kontrol eden ve hücre çoğalmasını düzenleyen 

gen proteinlerin ifadesini ve/veya aktivitesini değiştirebilmektedir. Timokinonun, 

hücre döngüsünün farklı noktalarında (G0/G1, G1/S G2/M) kanser hücrelerini 

öldürme yeteneklerine sahip olduğu bildirilmiştir (29, 33, 37, 38).  

 Timokinon apoptotik ve antiapoptotik faktörleri ve kaspaz yolaklarını 

düzenlererek kanserin baskılanmasında önemli rol oynayabilir (29, 38, 23, 39, 40).  

 

Antioksidan ve antiinflamatuvar etkileri 

Timokinonun antioksidan özelliklerinde demir ilişkili lipid peroksidasyonunu 

engellemesi, toplam tiyol bileşen ve GSH düzeyini yükseltmesi, radikal süpürücü 

olması, karaciğer CYP1A1/A2 izozimlerinin aktivitesini engellemesi, iNOS 

ekspresyonunu engellemesi, kinon redüktaz, katalaz, süperoksit dismutaz ve glutatyon 

transferaz enzim işlevlerini arttırması ve hepatositlerde lipojenezi engellemesi başlıca 

sorumlu mekanizmalardır (29, 32). 

Timokinon konsantrasyonuna bağlı olarak antioksidan veya prooksidan özellik 

göstermektedir. Timokinonun düşük konsantrasyonlarında antioksidan olduğu ancak 

yüksek konsantrasyonlarında prooksidan olarak etki gösterdiği bildirilmiştir. ROS 

üretiminin bir sonucu olarak apoptoz oluşabilir. Timokinonun apoptotik hücre ölüm 

mekanizmasında, kendisinin oksidan özelliğinin neden olabileceği ileri sürülmektedir 

(29, 41). 

 Timokinon ve benzeri semikinon radikallerinin kanser hücrelerinde ROS 

oluşumuna neden olarak apoptozu indükleyebildiği ileri sürülmektedir (29, 42). 

Timokinona bağlı ROS oluşumu hücre canlılığının devamlılığı sağlayan 
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genlerin düşük ekspresyonuna, proapoptotik proteinlerde yapısal değişikliklere, 

kaspaz 3 ve 9 aktivasyonu ile mitokondriyal membran potansiyel kaybına, PARP 

parçalanmasına ve kaspaz bağımlı apoptoza neden olabileceği düşünülmektedir (29, 

43). 

           Tümörün büyümesinde oksijen ve besin sağlamada anjiyojenez önemlidir. 

Timokinonun antianjiyojenik etkisi gösterilmiştir. Anjiyojenezde endotel hücre göçü 

önemli bir aşamadır ve timokinon insan umblikal damar endotel hücre göçünü, 

yayılmasını ve tüp oluşumunu etkili bir biçimde engellemektedir. Ayrıca timokinon, 

damar endotel büyüme faktörünün selektif blokörü olup hücre çoğalması ve koloni 

oluşumunu engeller (29, 44).  

           Hücreler, inflamasyon ve oksidatif strese karşı gelişmiş bir koruyucu sisteme 

sahiptir. Çörek otunun antioksidan etkileri birçok çalışmada gösterilmiştir (29, 45).  

Timokinonun çeşitli mekanizmalar ile güçlü bir antioksidan özellik sergiler.  

Timokinon, süper oksit anyonu, hidroksil radikali ve moleküler oksijen gibi birçok 

reaktif oksijen türlerinin süpürücüsü özelliğindendir. Timokinonun hücresel 

antioksidan savunmayı arttırarak ve sitoprotektif proteinleri aktive ederek ve/veya 

ekspresyonunu indükleyerek oksidatif stresi önlediği bildirilmektedir. Timokinonun 

konsantrasyon-bağımlı lipid peroksidasyonunu önlediği rapor edilmiştir (29, 33, 45 

46).                                                                                                                                         

 Bazı hastalıklarda ROS düzeylerinin yükselmesinden kaynaklanan istenmeyen 

etkileri timokinonun antogonize edebildiği ve bu özelliğini timokinonun oksidatif 

stresi azaltarak ve antioksidan savunmayı arttırarak gösterebildiği bildirilmektedir. 

Timokinonun antioksidan etki potansiyelinin, molekül yapısındaki kinonun redoks 

özellikleriyle ve timokinonun fizyolojik bariyerlerden ve subselüler kompartmanlara 

kolay geçebilmesi ile ilişkili olabileceği öne sürülmektedir (29, 33). 

 Glutatyon molekülü karaciğerde yüksek düxeyde bulunan ve hücresel 

koruyucu mekanizmalarda önemli işlevlere sahip bir moleküldür. Gutatyonun 

tükenmesi oksidatif stresin artmasına, toplam tiyol bileşenin azalmasına, protein 

oksidasyonuna ve inaktivasyonuna, lipid peroksidasyonuna, kalsiyum hemostazının 

bozulmasına ve en nihayetinde hücre ölümüne neden olur. Timokinon uygulamasının 

malondialdehiti azalttığı, toplam tiyol bileşen ve glutatyon seviyesini arttırdığı ve 

dolayısı ile oksidatif stresi azalttığı bildirilmiştir. Timokinon ile serbest radikallerin 
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azaltılması ile bu radikallerin DNA’ya saldırma olasılığını ve dolayısı ile kanser 

oluşum riskini düşürebileceği öne sürülmektedir. Karaciğer CYP1A1/A2 enzimlerinin 

reaktif genotoksik radikal bileşiklerin oluşumunda sorumlu olduğu bilinmektedir. 

Timokinonun, CYP1A1/A2 izozimlerinin aktivitesini inhibe ettiği bildirilmiştir (29, 

32).  

 Timokinonun, parazitlerin neden olduğu karaciğer hasarını azalttığı ve 

antiparaziter etkisinde timokinonun antioksidan özelliklerinin sorumlu olduğu 

gösterilmiştir (29, 47). 

 Timokinonun iskemi-reperfüzyonla oluşan karaciğer hasarını azaltabileceği 

ileri sürülmüştür. İskemi-reperfüzyonla CYP3A1 mRNA ekspresyonu, hem böbrek 

hem de karaciğer dokusunda önemli derecede indüklenmektedir. Timokinonun böbrek 

dokusunda CYP3A1 ve spermidin/spermin N-1-asetil-transferaz (SSAT) gen 

ekspresyonunu azaltarak iskemi-reperfüzyonla ile indüklenen hasara karşı 

koruyabileceği de gösterilmiştir (29, 48).  

 Sıçan hepatositlerinde timokinonun terbutilepoksit ile oluşan oksidatif strese 

karşı hücre-içi glutatyon düzeyini arttırarak ve piridin nükleotid oksidasyonunu 

önleyerek karaciğer hücre membran bütünlüğünü koruyabildiği bildirilmiştir (29, 49).  

 Timokinonun, indüklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ekspresyonunu 

azalttığı ve glutatyon peroksidaz ve superoksit dismutaz dahil antioksidan enzim 

düzeylerini arttırabildiği, ayrıca, NADH düzeyini düşürerek karaciğer hücrelerinde 

lipojenez inhibisyonuna yol açtığı ve oksidatif strese karşı etkisi gösterilmiştir (29, 

50). 

 Timokinon oksidatif hasara karşı birden fazla hücre, doku ve organ üzerinde 

koruyucu etkilere sahiptir. Timokinonun sisplatin, doksorubusin, gentamisin, 

vankomisin ve civa klorürün neden olduğu böbrek toksisitesine, karbon tetraklorür, 

siklofosfamid, asetaminofen ve aflotoksin B1 ile indüklenen karaciğer hasarına ve 

siklofosfomid ve doksorubisinle oluşan kalp toksisitesine karşı koruyucu etkileri 

bildirilmiştir. Timokinonun siklofosfamid, toluen ve bleomisinle oluşan akciğer 

hasarını düşürdüğü, benzopiren kaynaklı mide tümör oluşumlarını engellediği ve 

gentamisinle oluşan ototoksisiteyi önlediği ve bu etkieri ile timokinonun koruyucu 

etkilere sahip olduğu yapılan birçok çalışmada rapor edilmiştir (29, 33). 

 Timokinonun uzun süreli toluenle indüklenen nörodejenerasyonu 
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antiinflamatuvar ve antioksidan etki ile azaltabidiği gösterilmiştir. Bunula birlikte 

sıçan beyin dokusunda radyasyonla oluşan oksidatif strese karşı çörek otu ve 

timokinonun antioksidan etki gösterdiği bildirilmiştir (29, 51).  

 

Antimikrobiyal etkisi 

 Timokinonun, Escherichia coli, Streptococcus feacolis, Straphylococcus 

aureus, Peudomonas aeruginosa ve Bacillus subtilis dahil bazı bakteriyal suşlara karşı 

antibakteriyal aktivite gösterdiği ve özellikle gram pozitif koklara karşı önemli 

bakterisidal aktivite gösterdiği gösterilmiştir. Ayrıca Schistosoma mansoni ile enfekte 

farelerde çörek otu yağı ve timokinonun antişistozomiazis etkisi bildirilmiştir (29, 52). 

 Timokinon Mycobacterium tuberculosis’a karşı antitüberkuloz aktivite 

gösterir. Ayrıca Candida krusei, Candida albicans ve Candida tropicalis ve patojenik 

dermatofit suşlara (Trichopyton mentagrophytos, Microsporum canis gibi) karşı 

antifungal aktiviteye de sahiptir (29, 53). 

   

Antiinflamatuvar etkisi 

 Timokinonun antiinflamatuvar etkiye sahip olduğu yapılan birçok çalışmada 

gösterilmiştir. Timokinonun antiinflamatuvar etkilerinde siklooksijenazı ve 

lipooksijenazı engellemesi, ROS oluşumunu ve sitokin üretimini azaltmasının sorumlu 

olduğu görülmektedir. İnflamasyon, siklooksijenaz (COX) ve lipooksijenaz (LO) 

olmak üzere başlıca iki enzim tarafından düzenlenmektedir. COX yolunda 

prostaglandinler (PG) sentezlenirken, LO yolunda ise lökotrienler (LT) 

sentezlenmektedir. Timokinon, hem COX hem de LO yollarını inhibe etmektedir; 

tromboksan B2 ve LTB4 olarak adlandırılan eikosanoid üretimi güçlü bir şekilde 

inhibe edilir. Timokinon, malondialdehit ve lipid peroksidasyon ürünlerini, NF-κB 

aktivitesini azaltarak sitokinlerin miktarını azaltır. Böylece inflamasyonu azaltır (29, 

33, 54). 

 Yapılan çalışmalarda timokinonun antiinflamatuvar etkileri alerjik akciğer 

inflamasyonlu fare modelinde gösterilmiştir.  Timokinonun akciğerdeki inflamatuvar 

hücre infiltrasyonunu, Th2 sitokinleri ve akciğer eozinofilisini azaltarak inflamasyonu 

azalttığı gösterilmiştir. Ayrıca, serumdaki artmış olan IgG1 ve ovalbümin (OVA) 

spesifik IgE düzeylerini düşürmüştür. Timokinonun bronkoalveoler lavaj sıvısında 
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IFN-γ üretimi yükselttiği ve IL-4, IL-5 ve IL-13 üretimini azalttığı, LTC4 ve LTB4 

üretimini ve 5-lipooksijenaz ekspresyonunu azaltarak hava yolundaki inflamasyonu 

azalttığı gösterilmiştir. Timokinon uygulanmasının ayrıca IgE, histamin ve sitokinlerin 

seviyesini azalttığı gösterilmiştir (29, 55). 

   

Kansere karşı etkisi 

 Timokinonun çeşitli kanser hücrelerinde farklı moleküler hedefleri 

düzenleyerek antikanser etkisi gösterebileceği ileri sürülmektedir. Kanserde oksidatif 

stres, nitrosatif stres ve inflamasyon oluşumlarının önemli oynadığı iyi bilnmektedir. 

Timokinon hem antioksidan ve antiinflamatuvar etki ile oksidatif stresi azaltır ve 

antioksidan enzimlerin ekspresyonunu ve aktivitesinin korur hem de apopitozu 

indükleyerek hücreleri kanserden korur (29, 56, 18, 57). 

 Timokinonun ROS ile indüklenen oksidatif DNA hasarını engelleyerek kanser 

riskinin azaltabilir. Ancak, timokinonun superoksit anyon radikalleri oluşturması 

sonucu prooksidan özelliği ile DNA hasarına da yol açabilir. Timokinon zaman ve doz 

bağımlı olarak sitoplazmik vakuollerin oluşumuna neden olur. Sitotoksik maddelere 

maruz kalındığında hücreler kendilerini korumak üzere vakuollerdeki bu maddeleri 

uzaklaştırmak için girişimde bulunur. Timokinon lizozom membran geçirgenliğine ve 

lizozomal proteazların sızıntısına neden olarak apoptotik hücre ölümünü indükler (29, 

56, 57). 

 Timokinonun, doksorubisin ve etoposid antikanser ilaçlarına dirençli insan 

kanser hücrelerinde sitotoksik etkisi rapor edilmiştir (29, 14).  

Timokinonun SW-626 kolon kanser hücrelerinde antitümör aktivite gösterdiği 

rapor edilmiştir. HepG2 karaciğer kanser hücrelerinde doz-bağımlı timokinonun hücre 

çoğalmasını azalttığı gösterilmiştir ve antikanser aktiviteye sahip olabileceği ileri 

sürülmüştür. Sağıklı insan intestinal FHs74Int hücrelerine sitotoksik etki oluşturmadan 

bazı insan kolon kanser hücrelerinin çoğalmasını engelleyebildiği gösterilmiştir (29, 

14).  
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Tablo 2.1. Timokinonun antikanser aktivitesinde ileri sürülen mekanizmalar. 

 

 

Antihistaminik etkisi 

 Timokinonun bazofil ve mast hücrelerinden salınan ve alerjik reaksiyonlardan 

sorumlu bir otakoid olan histamin üretimi ve/veya salınmasını inhibe edebileceği 

bildirilmiştir Timokinonun histamin oluşumu indüklenen farelerde histamini 

düşürerek alerjik konjunktivitin belirtilerini hafiflettiği rapor edilmiştir. Ayrıca, 

timokinonun sıçanlarda histamin ve platelet aktive edici faktör salımını inhibe ederek 

asetik asit ile oluşan koliti engellediği gösterilmiştir (29, 58, 59). 

Hipolipidemik etkisi 

  Timokinonun antioksidan aktivitesi nedeniyle tavşanlarda yüksek kolesterollü 

diyet ile indüklenen hepatik oksidatif stresi azalttığı ve plazma kolesterol seviyesini 

düşürdüğü gösterilmiştir (29, 60). 

Mekanizmalar Etki 

Timidinin inhibisyonu ile DNA sentezi hatası  Kanserli hücre çoğalmasının 

engellenmesi 

E2F-1 proteini ve androjen reseptörlerin aşağı-

regülasyonu 

Kanser hücre apoptozu 

Bcl-2 ve diğer anti-apoptotik genlerin aşağı-

regülasyonu 

Kanser hücre ölümü 

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

yukarı-regülasyonu  

Kanser hücre apopitozu ve ölümü 

AKT ve ekstraselüler sinyal düzenleyen kinazın 

aktivasyonunun önlenmesi 

Kanser hücre ölümü 

NF-kappa B aktivasyonunun inhibisyonu Onkogen ekspresyonu ve kanser kontrolü 

SOD, CAT, GPx gibi antioksidan enzim 

aktivitelerinin artması 

Artmış antioksidan enzim aktivitesi ile 

kansere karşı hücreleri koruması 

Tümor anjiojenez ve hücre invazyonun 

inhibisyonu 

Metastaz inhibisyonu 

Kanserli hücrelerde alfa-hederin aracılı ROS 

üretimini artırması 

Mitokondriyal fonksiyonların bozulması 

ve apoptoza neden olur 

C-Jun NH(2)-terminal kinaz ve p38 mitojen-

aktive protein kinaz yolağının aktivasyonu 

Kanser hücrelerinin apoptozu 



13 
 
 

 Timokinonun kolesterol ile beslenen tavşanlarda ateroskleroz gelişiminde 

koruyucu etkiye sahip olduğu bildirilmiştir ve timokinon hiperlipidemi ve ateroskleroz 

oluşumu önleyebileceği düşünülmektedir (29, 61). 

 Timokinon sıçanlarda 10mg/kg/gün tedavisi sonrası total trigliserid, total 

kolesterol ve böbreklerde lipid peroksidasyonu azalmıştır (29, 54). 

  

 Antidiyabetik etkisi 

 Timokinonun yapılan birçok invivo çalışmada antidiyabetik etkisi 

gösterilmiştr. Streptozosin ile indüklenen diyabetik hamsterlarda 30 gün boyunca 50 

mg/kg/gün oral timokinonun verilmesinde hızlı kan glukoz artışını ve glikozlanmış 

hemoglobin seviyesini önemli derecede azalttığı gösterilmiştir. Timokinonun bu 

etkisinin insülin etkisine doğrudan bağımlı olmadığı ve glukoneojenik enzimlerin 

sentezinin baskılanmasıyla glukoneojenezi azaltarak etki gösterdiği bildirilmiştir (29, 

62). 

Timokinonun (80 mg/kg) sıçanlarda oral yolla 6 hafta uygulanmasının plazma 

glukozunda önemli azalma ve insülin seviyesinde artma ile sonuçlandığı gösterilmiştir 

(29, 63).   

Timokinonun streptozosin ile indüklenen diyabetik sıçanlarda COX-2 

enzimlerinin ekspresyonu, lipid peroksidasyonu ve MDA seviyelerindeki artışı 

engellediği ve pankreatik dokuda SOD seviyesini arttırdığı gösterilmiştir (29, 64). 

 

Kalp, karaciğer ve böbrek üzerine etkileri 

 Çörek otu yağının ve timokinon üzriene yapılanin vivo çalışmalarda kalp, 

karaciğer, böbrek ve mide üzerine oluşmlu etkileri rapor edilmiştir.  Farelerde çörek 

otu yağının siklosporin A’nın neden olduğu doku hasarını kalp ve böbrek dokusunda 

süperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz enzim aktivitelerini arttırarak ve 

MDA, nitrik oksit ve protein karbonil seviyelerini düşürerek azaltabildiği bildirilmiştir 

(29, 65).  

Timokinonun karaciğerde koruyucu etkisi bazı çalışmalar ile bildirilmektedir. 

Timokinonun antioksidan ve antiinflamatuvar etkileri ile çeşitli hasar verici 

maddelerin neden olduğu karaciğer toksisitesini azaltabileceği gösterilmiştir (29, 49, 

66, 67). 
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Karbon tetraklorürle indükelen karaciğer hasarına karşı 100 mg/kg dozda 

timokinonun oral uygulanmasının önemli koruyucu etki gösterdiği, karaciğer 

dokusunda non-enzimatik lipid peroksidasyonunu engellediği ve oluşan toksisiteye 

karşı koruyucu olabileceği rapor edilmiştir (58, 66).  

 Timokinonun sıçan hepatositlerinde tert-butil hidroperoksit indüklenen 

hepatotoksisiteyi intraselüler glutatyon tükenmesini önleyerek, hücre membran 

bütünlüğünü koruyarak ve ALT ve AST’nin sızıntısını azaltarak önleyebildiği 

gösterilmiştir (29, 49). 

 Timokinon asetaminofenle indüklenen hepatotoksisiteyi farelerde daha az 

nitrat/nitrit oluşturarak ve nitrik oksit üretimini engelleyerek azaltmıştır (29, 67).  

 Timokinonun çeşitli patojenik durumlarda böbrek üzerinde koruyucu etkileri 

vardır. Timokinon oksidatif stresi ve inflamasyonunu azaltarak toksik maddelerin 

neden olabileceği böbrek hasarını azaltabilecği veya engelleyebileceği bildirilmektedir 

(29, 68, 69). 

Timokinonun sıçanlarda mitokondriyel olayları düzenleyerek ve ATP 

üretimini arttırarak gentamisin ile indüklenen nefrotoksisiteyi azalttığı bildirilmiştir 

(29, 68). 

Timokinonun vankomisin ile indüklenen böbrek hasarına karşı kan serum üre 

nitrojen, kreatinin ve MDA seviyelerini düşürerek ve böbrek dokusunda süperoksit 

dismutaz ve glutatyon peroksidaz enzim ktivitelerini yükselterek koruyucu etki 

gösterebileceği bildirilmiştir (29, 69).  

 Timokinonun süperoksit dismutaz ve katalaz enzim aktivitesini ve MDA 

seviyelerini düzenleyerek pyelonefritin neden olduğu oksidatif hasara karşı böbreği 

koruduğu bildirilmiştir (29, 70).  

  

Mide bağırsak sistemi üzerine etkisi  

 Timokinonun mide-bağırsak sistemi üzerine koruyucu etkisinin olduğunu 

gösteren birçok çalışma mevcuttur. Timokinon mide mukozasının asit-baz dengesini 

koruyarak mide lezyonlarını önleyebileceği ileri sürülmektedir. Timokinonun mide 

disfonksiyonu ve mide ülserlerinde GSH seviyelerini ve SOD aktivitesini arttırarak, 

MDA düzeyini ve MPO aktivitesini azaltarak antioksidan özelliğine bağlı koruyucu 

etkisi oluşturabileceği düşünülmektedir. Timokinonun midede proton pompası 
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(H+/K+- ATPaz) inhibisyonu gösterilmiştir. Timokinon, midede oksidatif hasarı 

azaltarak lipid peroksidasyonu engellediği ve glutatyon ve süperoksit dismutaz 

tükenmesini önlediği gösterilmiştir. Tüm bu mekanizmalar ile timokinon normal mide 

mukozal bariyer bütünlüğünde koruma sağlamaktadır (29, 45).   

 

Sinir sistemi üzerine etkisi 

 Timokinonun sinir sitemi üzerine koruyucu etkileri bulunmaktadır. 

Timokinonun sıçan birincil hipokampal ve insan indüklenmiş pluripotent kök 

hücreden kaynak alan nöron hücrelerinde koruyucu etkileri gösterilmiştir (29). 

Timokinonun MPP+ ve rotenon toksisitesinde kültüre edilmiş dopaminerjik 

TH immunoreaktif hücreleri koruduğu ve timokinonun antioksidan özelliklerinin bu 

durumda önemli rol oynadığı görülmüştür (29, 71).  

Timokinonun diyabetik sıçanlarda norepinefrin ve dopamin seviyelerini 

azalttığı, serotonin seviyelerini yükselttiği, oksidatif stresi ve nöropatiyi engellediği 

gösterilmiştir (29, 72). 

           Alzheimer hastalığının patogenezinde beta-amiloid (Aβ) peptidler önemli rol 

oynar. Timokinonun ROS üretimini baskılayarak Aβ ile indüklenen toksisiteye ve 

sinaptik fonksiyonların bozulmasına karşı koruyucu olabildiği bildirilmiştir (29).   

 Timokinon, GABAerjik ve nitrierjik modülasyon aracılığıyla anksiyolitik 

aktiviteya sahiptir. Strese maruz kalan farelerde 20 mg/kg dozda timokinonun, plazma 

nitrit düzeyinde azalma ve beyin GABA içeriğinin azalmasının engellenmesi ile 

anksiyolitik oluşturduğu ve timokinon antidepresan etkiler gösterebileceği 

bildirilmiştir (29). 

 

Üreme sistemine üzerine etkisi 

 Timokinonun üreme sistemi üzerine koruyucu etkileri vardır. Akut bakteriyal 

prostatitte timokinon uygulanmasının artan MDA ve nitrik oksit seviyelerini 

düşürdüğü, süperoksit dismutaz ve ve glutatyon peroksidaz enzim aktivitesini 

düzenlediği bildirilmiştir (29). 

 Timokinon, antioksidan ve antinflamatuvar etkisi ile kadmiyumla indüklenen 

serum testosteron düşüşünü azaltmıştır, testis glutatyon ve süperoksit dismutaz enzim 

aktivitelerini yükseltmiştir. Bununla birlikte, testiste yükselen MDA, nitrik oksit ve 
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kadmiyum iyon seviyeleri düşmüştür. Timokinon testis dokusunda kadmiyum ile 

indüklenen iNOS, TNF-α, COX-2 ve NF-κB’nin ekspresyonunu azaltmıştır (29, 60). 

 Timokinonun kurşun ile indüklenen sıçan testis işlev inhibisyonuna karşı 

düzeltici etkileri gösterilmiştir. Timokinon, kurşun ile indüklenen testis steroidojenik 

ve spermatojenik işlev bozukluğunu önlemiştir. Timokinon, kurşun ile birlikte 

uygulandığı zaman düşük plazma seviyesini önemli derecede arttırmıştır ve kurşundan 

kaynaklanan epididimal sperm sayısını azalmıştır (29, 73). 

 

Antinosiseptif etkisi 

 Çörek otu ve timokinonun antinosiseptif etkiye sahip olabileceği ileri 

sürülmektedir. Çörek otu yağının oral uygulanması, farelerde nosiseptif uyaranların 

oluşturduğu ağrıya karşı baskılayıcı etki göstermiştir. Timokinonun doz-bağımlı 

antinosiseptif etkileri gösterilmiştir. Timokinonun santral mekanizmalar aracılığıyla 

antinosiseptif aktivite gösterebildiği ve timokinonun çörek otu yağının antinosiseptif 

etkisinde sorumlu olabileceği düşünülmektedir. Ayrıca timokinonun antinosiseptif 

etkisinde antiinflamatuvar etkisinin de rol olabileceği bildirilmiştir (29).  

 

Solunum yolu üzerine etkisi  

Çörek otu tohumları astım ve dispne dahil solunum yolu problemlerini 

düzeltici etkilere sahiptir. Timokinon sıçanlarda akut respiratuvar sendromu 

tedavisinde faydalı bulunmuştur (29, 74). 

  Timokinonun siklofosfamid, toluen, bleomisin ile oluşabilen akciğer hasarını 

azaltabildiği gösterilmiştir. Timokinonun sıçanlarda bleomisinle oluşan ipulmoner 

fibrozu azalttığı, hava alveollerinde amfizemi, inflamatuvar hücre infiltrasyonunu, 

bronşiyol lenfoid hiperplastik hücre aktivasyonunu akciğer dokusunda NF-κB yüksek-

ekspresyonunu engellediği ve GST ve süperoksit dismutaz enzim aktivitesini normal 

değerlere düzelttiği bildirilmiştir (29, 75).  

 Timokinon akciğerde alerjik yanıtta antiinflamatuvar etkisine bağlı koruyucu 

özellik gösterir. Bronşiyal astım, kronik hava yolu inflamasyonu ile karakterize bir 

hastalıktır ve lökotrienler astım patolojisinde rol oynayan etkili inflamatuvar 

mediyatörlerdir. Yapılan çalışmada timokinonun, lökotrien biyosentezinde ana enzim 

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

   

Kemik metabolizması üzerine etkisi 

 Timokinonun, in vivo çalışmalarda kemik metabolizması, kemik oluşumu ve 

kemik iyileşmesi üzerinde olumlu etkileri bulunmaktadır. Timokinonun 

antiinflamatuvar mediatörlerin uyarılması ve proinflamatuvar mediayatörleri inhibe 

ederek kıkırdak/kemik dokuda koruyucu etkilere sahip olabileceği öngörülmektedir 

(29, 76). 

Femoral defektli hayvan modelinde timokinonun uzun süreli verilmesinde 

osteoklast sayısını azaltarak ve osteoblastik aktiviteyi arttırarak kemik iyileşmesini 

olumlu yönde etkilediği gösterilmiştir. Timokinon osteoblastlar için erken belirteç 

olan kemiğe spesifik alkalen fosfataz, osteoblast farklılaşma göstergesi osteokalsin ve 

osteopontin dahil osteoblastların olgunlaşması ile ilişkili genlerin ekspresyonunu 

indüklemiştir. Timokinon ERK (extracellular signal regulated kinase) sinyal 

yolağının aktivasyonu ve kemik morfo genetik proteini-2 ekspresyonun artışıyla hücre 

olgunlaşmasını etkilemiştir (29, 56). 

 Timokinonun (10 mg/kg) sıçanlarda sistemik uygulanmasının kemik 

oluşumunu hızlandırabileceği ileri sürülmüştür. Antioksidan etkisi ile kemik 

oluşumunu arttırabileceği öngörülmektedir. Timokinon, ROS üretimi ve kemik 

erimesine neden olan osteoklast aktivitesine ve osteoklast öncü maddelerinin 

farklılaşmasına neden olan proinflamatuvar sitokinlerin (IL-1α, IL-6 ve TNF-α) 

seviyesini azaltmıştır (29, 33). 

   

 2.1.5. Timokinonun Toksisitesi 

 Akut toksisitesi 

 Timokinon toksisitesi üzerine yapılan in vivo çalışmalarda, toksik etkileri 

ancak çok yüksek dozlarında gösterilebilmiştir. Çörek otu tohumu ve yağının 

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

Oral yol LD50 değeri timokinonun farelerde 2.4 mg/kg ve 870,9 mg/kg olarak 

ve sıçanlarda 794.3 mg/kg rapor edilmiştir. Yüksek dozda timokinonun akut 

uygulanması (2 g/kg ve 3 g/kg) hipoaktiviteye ve solunum zorluğuna neden olmuştur. 
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Akut uygulamada timokinon kaynaklı ölüm ilk 3 saat içinde meydana gelmiştir ve 24 

saate kadar daha fazla ölüm gözlenmemiştir.  24 saat timokinon (2 veya 3 g/kg, oral 

yol) uygulamasından sonra akut tedaviyi takiben, hayatta kalan hayvanlarda kalp, 

karaciğer ve böbreklerde GSH düzeyi önemli ölçüde azalmıştır. Plazma ALT, LDH ve 

CPK aktiviteleri ve üre ve kreatinin plazma konsantrasyonları önemli ölçüde 

yükselmiştir. Sıçanlarda timokinonun 10-100 mg/kg dozlarda oral alımda akut toksik 

ve letal etkiler göstermediği bildirilmiştir (29, 78, 33).  

Ayrıca uygulama yolu timokinonun toksisite sonuçlarını etkiler. Uygulama 

yoluna göre LD50 değeri değişmektedir. Buna göre timokinonun oral 

biyoyaralanımının düşük olduğu görülmektedir (29, 33, 78, 79, 80, 81).  

 

Tablo 2.2. Timokinon ve çörek otu yağının LD50 değerleri  

  

Yüksek doz timokinonun vücutta biyotransformasyona uğraması esnasında 

oluşan reaktif oksijen radikalleri arttırabileceği, antioksidan enzimleri tüketebileceği 

ve oksidatif stres kaynaklı hücre hasarına neden olabileceği düşünülmektedir (29, 82). 

   

 

 Deney Hayvanı Uygulama Yolu LD50 

Timokinon Sıçan 

 

oral 

 

794,3 mg/kg 

 

Timokinon Fare 

 

oral 

 

870,9 mg/kg 

 

Timokinon Fare 

 

oral 

 

2,4 g/kg  

 

Çörek otu yağı Fare 

 

oral 

 

28,8 ml/kg 

 

Çörek otu yağı Fare 

 

ip 

 

2,06 mL/kg 

 

Timokinon Sıçan 

 

ip 

 

57,5 mg/kg 

 

Timokinon Sıçan 

 

ip 

 

10 mg/kg  

 

Timokinon Fare 

 

ip 

 

104,7 mg/kg 

 

Timokinon Fare 

 

ip 

 

90,3 mg/kg 
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Tekrarlı doz toksisitesi 

 Sıçanlarda üreme toksisitesi yönünden NOAEL (yan etki gözlenmeyen doz) 

değeri ip 15 mg/kg’dır (29, 83). 

 Maksimum tolare edilen doz (MTD) ip enjeksiyonda erkek sıçanlarda 22,5 

mg/kg, dişi sıçanlarda 15 mg/kg, oral alımda erkek ve dişi sıçanlarda 250 mg/kg olarak 

bildirilmiştir (29, 33). 

 Timokinonun fareler üzerinde 90 günlük bir subkronik toksisite çalışması, 

içme suyunda 100, 200 ve 300 ppm'lik doz seviyeleri ile gerçekleştirilmiştir. 

Hesaplanan ortalama günlük timokinon dozları 30, 60 ve 90 mg/kg/gündür. 90 günlük 

subkronik deneyde, timokinon farelere nispeten yüksek dozlarda uygulanmıştır. 

Timokinon doku GSH ve plazma biyokimyasal parametreleri dahil olmak üzere 

herhangi bir önemli toksisite göstermemiştir. Timokinon karaciğer, böbrek ve kalpte 

GSH seviyeleri üzerinde olumsuz bir etkisi göstermemiştir. Ayrıca farelerde anormal 

davranış veya toksisite oluşturmamıştır. Mevcut verilere dayanarak, timokinonun 

farelerde iyi tolere edildiği gösterilmiştir. Timokinonun toksisitesi düşük kabul 

edilmiştir. Timokinonun akut toksisitesi çok düşüktür ve genellikle sitoprotektif dozun 

yaklaşık 12 katı dozlarda içme suyunda subkronik olarak verildiğinde iyi tolere 

edildiği sonucuna varılmıştır (84, 85).  

Timokinonun anti-anjiojenik etkisi nedeniyle hamilelikte kullanımının 

sakıncalı olduğu ileri sürülmüştür. Uterus düz kas kasılmasını sıçan ve kobaylarda 

konsantrasyona bağımlı inhibe ettiği gösterilmiştir. Oral ve dermal maruziyetinde 

güvenliliğine dair bilgi olmadığından hamilelikte ve emzirme döneminde kullanımı 

sakıncalıdır (29, 86).  

 Timokinonun temas alerjen olduğu bildirilmektedir (29). 

 

2.1.6. Timokinonun Kanser Tedavisindeki Yeri 

 

Kanser, hücrelerin mutasyona uğrayarak yeterli derecede farklılaşmaksızın, 

kontrolsüz ve hızlı bir şekilde bölünmeleri ile kendini gösteren patolojik bir durumdur. 

Kanser esas olarak (%85-90) çevresel kanserojenler (kanser yapıcılar) sonucu ortaya 

çıkar. Kalıtımın rolü %10-15’i geçmemektedir. Çevresel kanserojenler kimyasal, 

fiziksel, hormonal ya da bazı enfeksiyon ajanları olabilir. Bunların listesi Fransa’da 
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Lyon şehrinde bulunan IARC kurumu tarafından her yıl güncellenmektedir (87). 

Kanserli dokularda sadece kanser hücreleri bulunmaz, farklı birçok hücre ve 

doku tipi, kanser hücreleri ile bir aradadır. Böylece, kanser mikro-çevresi olarak 

tanımlanan, kanser hücrelerini çevreleyen ve normal hücrelerden oluşan oldukça 

kompleks doku tipi ortaya çıkar. Mikro çevrenin yapısında, kanser hücrelerinin yanı 

sıra, multipotensiyal stromal hücreler/ mezenşimal hücreler, endotel hücreleri, 

fibroblastlar ve immun hücreleri gibi normal genetik yapıya sahip stromal hücreler, 

ekstrasellüler matriks ve büyüme faktörleri, sitokinler ve kemokinler gibi sekresyon 

ürünleri yer alır. Kanser hücreleri ile mikroçevre arasındaki sıkı bir ilişki vardır, bu 

ilişki iki yönlüdür ve birbirlerini düzenler. Kanserli dokuların mikroçevresi kanserin 

başlama ve ilerleme aşamasında, tedaviye cevap oluşturmada ve metastaz gelişiminde 

önemli rol oynar (88). 

Kanser gelişiminde rol oynayan genom değişiklikleri mutasyonlarla sınırlı 

olmayıp epigenetik değişiklikler de sorumludur. Bu konuda en çok çalışılan konu 

DNA’daki hiper veya hipo metilasyon olaylarıdır (87). 

Hücreler, çevresel faktörlerin hücre DNA’nın işlevsel birimleri olan genlerde 

oluşturduğu değişiklikler neticesinde kontrolsüz olarak çoğalmaya başlarlar. Bu 

oluşum komşu dokulara ve uzak organlara yayılabilir. Anormal hücrelerin kontrolsüz 

büyüme ve yayılma özelliğine sahip olması ile kanser hastalığı ortaya çıkar. Kanser 

hastalığının ortaya çıkabilmesi için tek başına kontrolsüz çoğalma yeterli olmayıp 

hücrenin invazyon ve metastaz gibi diğer kötü huylu özellikleri de kazanması gerekir 

(89, 90, 91). 

Hücre siklusu kontrol noktalarında değişimler kanser gelişimine neden olabilir. 

Kanser gelişiminde tümör baskılayıcı fonksiyon, DNA onarımı ve apoptoz kritik 

önemli olaylardır. Hücre siklusunda yer alan siklinler ve siklin bağımlı kinazlar, tümör 

baskılayıcı genler üzerindeki etkileri ile hücreleri büyüme ve çoğalmayı düzenler ya 

da hücrelerin ölümüne neden olur (87, 92).  

DNA molekülündeki baz delesyonları, zincir kırıkları, inversiyon gibi 

mutasyon adı verilen yapısal değişiklikler sonucunda DNA’nın replikasyonu, genlerin 

transkripsiyonu ve translokasyonu veya aktivasyonunda değişiklikler meydana gelir.  

Yapı ve fonksiyonundaki değişiklikler sonucu ekspresyonlarındaki ya da 

aktivitelerindeki düzenlemenin bozulmasıyla kanser oluşumunu kolaylaştıran bu 
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genlere onkogen adı verilir. Onkogenler genellikle mutasyon ya da başka nedenlerle 

yeni bir işlev veya aktivite kazanarak otozomal dominant etki gösterirler. Normal 

hücrede çoğalmanın kontrolü için gerekli olan ve hasara uğradıkları veya ortadan 

kalktıkları zaman hücrenin kontrolüz çoğalmasına neden olan ve otozomal resesiflik 

gösteren genlere de tümör süpressör genler denir. Onkogenlerin aktivasyonu ve tümör 

süpresör gen inaktivasyonları, hücrenin kontrolsüz çoğalması, invazyon ve metastaz 

yeteneği kazanması gibi malign özellikler kazanmasına neden olur (89, 90, 93, 94). 

Hücre döngüsünde birçok kontrol noktası tanımlanmıştır. Bu kontrol noktaları, 

hücre döngüsünün bir sonraki aşamaya geçmeden önceki kontroldür. Bu noktalar 

hücre siklusunun ilerlemesini durdurabildiği gibi, gerekli olan durumlarda apoptozu 

da başlatabilir. Özellikle hücre siklusu kontrol noktalarında etkili olanlar Tümör 

baskılayıcı genler ve DNA onarım genleri hücre döngüsü esnasında ortaya çıkabilecek 

genetik hasarları engelleyebilir veya hasara uğrayan hücrelerin apoptozuna neden 

olarak kanserli hücrelerin ortaya çıkmasını önlerler (89, 91). 

 

Kanserin toplumdaki yeri 

Kanserin toplumdaki yeri coğrafi koşullar, cinsiyet, yaş, sosyoekonomik 

durum ve mesleki faaliytlere bağlı değişmektedir (95). 

 Kanser sıklığı bölgelere, ülkelere hatta aynı ülkenin farklı yerleşim yerlerine 

göre değişmektedir. Bunun nedeninin kalıtım ya da çevresel risk etmenleri olabileceği 

düşünülmektedir (95). 

 Kanser sıklığı ve türleri cinsiyete göre farklılıklar göstermektedir (Şekil 2.3). 

(95). 
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Şekil 2.3. Türkiye’de en sık görülen ilk 10 kanser, 100.000 kişide, 2015. 

            

 Genel olarak kanser riski yaşla birlikte artmaktadır (95).                                                        

 Sosyoekonomik düzeyi düşük olan bireyler kanserin temel riskleri daha fazla 

görülür. Bu bireyler yetersiz ve dengesiz beslendiklerinden dolayı enfeksiyonlara 

yatkındır. Bu enfeksiyonlar kanser oluşumuna yol açabilir. Ayrıca sosyoekonomik 

düzeyi düşük olan bireyler sağlık hizmetlerine daha az ulaşır ve bu nedenle kansere 

yakalanan bu bireylerin hastalıkları ilerler (95). 

 Kanser oluşumunda mesleksel etmenlerin etkisi ilk olarak 1775 yılında Pott 

tarafından, baca temizleyiciliği ve skrotum kanseri ilişkisinden yola çıkarak ortaya 

atılmıştır. Yapıştırıcılar içindeki çözücüde bulunan benzen lösemiye, aşırı güneşte 

kalma (UV radyasyonu), açık havada çalışanlarda cilt kanserine, hepatitis B-C ile 

sağlık çalışanlarında karaciğer kanserine, asbest endüstrisi çalışanlarında 

mezotelyoma ve akciğer kanserine neden olmaktadır (95). 

2012 yılında Dünya’da toplam 14,1 milyon yeni kanser vakası gelişmiştir. Bu 

şekilde kanser artış hızının devam etmesi durumunda, Dünya nüfusunun artışına ve 

nüfustaki yaşlanmaya bağlı olarak yeni kanser vakalarının yirmi yılda %70 oranında 

artması beklenmektedir. 2015 yılında 8,8 milyon kansere bağlı ölüm meydana 

gelmiştir.6 ölümden 1’i kanserden kaynaklanmaktadır. Kanserden kaynaklanan 

ölümlerin yaklaşık %70'inin düşük ve orta gelirli ülkelerde olduğu görülmüştür (95). 

Dünyada kadınlarda en sık görülen kanser türü meme olup, serviks kanseri 
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üçüncü sırada yer almaktadır (Tablo 2.3) (95).   

 

 

Tablo 2.3. Kadınlarda en sık görülen kanser türleri  

  

 

Kanser tedavisinde timokinonun yeri 

 Birkaç çalışma, timokinonun farklı biyokimyasal, moleküler ve fizyolojik 

yolları hedefleyerek kanserler de dahil olmak üzere çeşitli hastalıkların önlenmesi ve 

tedavisinde önemli aktivitelere sahip olduğunu göstermiştir (96, 15). 

 Timokinon, Bax / Bak gibi proapoptotik genleri ve proteinleri yukarı yönde 

regüle edebilir veya kaspaz yolunu modüle eder, ayrıca Bcl-2, Bcl-xL gibi 

antiapoptotik genleri ve proteinleri aşağı yönde regüle edebilir ve böylece kanser 

hücresi büyümesini kontrol edebilir (97). 

           Ayrıca, timokinonun, p53, peroksizom proliferatör ile aktive edilmiş reseptör 

(PPAR) -γ, fosfataz ve tensin homologu (PTEN) ve sinyal gibi diğer çeşitli moleküler 

hedeflerin aktivitesine ve ekspresyonuna ve transkripsiyon aktivatörü (STAT) 3 ve 

reaktif oksijen türlerinin (ROS) üretilmesi müdahale ederek apoptoza neden olduğu da 

yapılan çalışmalarda açıklanmıştır (97). 

 Bazı tümör baskılayıcı genlerin ve proteinlerin timokinon tarafından aşırı 

eksprese edildiği veya aktive edildiği bulunmuştur; örneğin p53, PTEN, p21, p27 ve 

meme kanseri tip 1 duyarlılık proteini (BRCA1). Ayrıca arasında fosfoinositid 3 kinaz 

(PI3K) / Akt ve mitojenle aktifleştirilen protein kinaz (MAPK) gibi bazı onkojenik 

sinyal molekülleri ve yollarının / ERK, timokinon tarafından inhibe edildiği 
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bulunmuştur (15, 48, 24, 98, 25, 99). 

 Kanser hücresi büyümesini önlemeye ek olarak, timokinon farklı moleküler 

yolları hedefleyerek kanser hücresi metastazını kontrol etme potansiyeline sahiptir. 

Örneğin timokinon, fokal adezyon kinazını (FAK) aşağı regüle ederek ERK 

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

  

 Timokinonun antikanser aktivitesinin epigenetik mekanizması 

 Genetik ve epigenetik değişiklikler, kanserin ayırt edici özelliği olan anormal 

gen ekspresyonuna ve protein fonksiyonuna neden olur. Doğal bileşikler, kanser 

önleme ve tedavisinde mükemmel adaylardır, çünkü bilimsel araştırmalar, bu 

bileşiklerin, genetik veya epigenetik makinelere müdahale ederek genetik ifadeyi 

doğrudan veya dolaylı olarak hedefleyebileceğini ve düzenleyebileceğini göstermiştir 

(101). 

 Timokinon, umut verici bir antikanser molekülüdür çünkü histon asetilasyonu 

veya deasetilasyonu ve DNA metilasyonu veya demetilasyon gibi kanser hücrelerinin 

epigenetik özelliklerinin modülasyonu dahil olmak üzere karsinogenezde yer alan 

farklı hücre sinyal yollarını hedefleyebilir. 

 

1. Histon asetilasyonu/deasetilasyonu 

 Timokinonun kanser hücrelerindeki toplam hücresel HDAC aktivitesini 

geliştirebileceği açıktır (102). 

 HDAC‘ler genellikle MCF-7 meme kanseri hücrelerinde aşırı eksprese edilir 

ve timokinon, histonların asetilasyonunu indükleyerek ve histonların deasetilasyonunu 

inhibe ederek apoptozu güçlü bir şekilde indükleyen bir HDAC inhibitörü (HDACi) 

olarak işlev görebilir. Ayrıca, timokinon HDAC hedef genlerini (p21 ve Maspin) 

yeniden aktive ederek Bax'ın (proapoptotik gen) yukarı yöndeki regülasyonunu ve 

Bcl-2'nin (antiapoptotik gen) aşağı yöndeki regülasyonunu indükler, böylece hücre 

döngüsünün fazını durdurur (39, 103). 

 Lu ve ark.  Timokinonun, SIRT1'i aktive ettiğini ve kardiyomiyositlerde p53 

asetilasyonunu baskıladığını bildirmişlerdir (104). 

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

BV2 mikroglia içindeki nöroenflamasyonun aktivasyonunu inhibe ettiğini bildirmiştir 
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(105). 

 Timokinonun hücresel ROS oluşumunu azalttığını ve SIRT1'in nükleer 

birikimini arttırdığını ve NAD+'yı arttırdığını göstermişlerdir. NAD+/SIRT1 ve 

AMPK'nın aktivasyonu muhtemelen FOXO3a gibi hedef proteinlerin deasetilasyona 

bağlı aktivasyonuna ve BV2 mikroglia'sında nöroinflamasyonun inhibisyonuna 

katkıda bulunur (105). 

 

2. DNA metilasyonu/demetilasyonu 

 Timokinon, DNA'daki metilasyon işleminin bir modülatörü olarak önerilmiştir 

ve ilginç bir şekilde, timokinon muhtemelen bir metilasyon ve bir metilasyon maddesi 

olarak işlev görebilir (22). 

 Birçok in vitro ve bazı in vivo çalışma, timokinonun, DNMT1'in enzimatik 

merkezini hedefleyerek ve bağlayarak ve/veya DNMT1 transkripsiyonunun 

bozulmasını indükleyerek epigenetik süreçlere müdahale edebileceğini göstermiştir 

(106, 107). 

Timokinonun DNMT1'in katalitik bölgesine bağlandığı ve sonuçta DNA’nın 

metilasyonunun azalmasına neden olan Sp1-miR29b döngüsüne müdahale yoluyla 

aşağı regülasyonuna sağladığı kanıtlanmıştır (106, 107). 

 Pang ve ark. lösemi hücrelerini timokinona maruz bırakmış ve DNMT1 

promotöründen Sp1– NF-complexB kompleks ayrışması yoluyla DNMT1'in aşağı 

regülasyonunun, koloni oluşumunda bir azalmaya ve kaspaz aktivasyonu ile hücresel 

apoptozun artmasına neden olduğunu bulmuşlardır. İn vivo çalışma ayrıca, timokinon 

uygulamasının lösemi taşıyan farelerde lösemi regresyonunu indüklediğini ve akciğer 

ve karaciğerde metastazı inhibe ettiğini göstermiştir (107). 

 Timokinonun DNMT1 ile bağlanma ve ekspresyonunu baskılama yoluyla 

DNA'nın metilasyonunu indüklediklerini ve DNA hipometilasyonu ile hareket eden 

lösemi terapisinde yeni bir bileşik olarak timokinonun gösterildiğini öne sürmüşlerdir 

(107). 

 İlginç bir şekilde, Twist1 promotörünün metilasyonunun, bazı hücre hatlarında 

timokinon tedavisi ile arttırıldığı bulunmuştur ve timokinonun, Twist1'i epigenetik bir 

mekanizma ile (yani Twist1 promotörünün hipermetilasyonu) düşürme olasılığı vardır 

(108). 
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 UHRF1 varsayılan bir onkojendir ve UHRF1'in yukarı regülasyonu, kanser 

hücrelerinin, hücre çoğalması sırasında promotör hipermetilasyonları yoluyla tümör 

baskılayıcı genlerin patolojik baskısını sürdürmelerine yardımcı olur. UHRF1, 

genellikle tümör baskılayıcı genlerin metillenmiş promotörlerini tanır ve bağlanır 

DNMT1 ile etkileşime girerek UHRF1 tümör baskılayıcı genlerin ekspresyonunu 

düzenler (40, 109). 

 Timokinonun, UHRF1 ekspresyonunu inhibe ettiği ve muhtemelen bu 'yanlış' 

epigenetik kodu, DNA demetilasyon işlemi yoluyla kanser hücrelerindeki epigenetik 

entegratör UHRF1'i hedefleyerek onarabildiği bulunmuştur. Ayrıca, timokinon, 

UHRF1'i hedefleyen p73'e bağlı mitokondriyal sinyal ve hücre döngüsü kontrol 

noktalarını aktive eder (110). 

 Yakın tarihli bir çalışma, timokinonun DNMT1,3A, 3B, G9A, HDAC1,4,9, 

KDM1B, KMT2A, B, C, D, E ve UHRF1 gibi bazı önemli epigenetik proteinlerin 

ekspresyonunu Jurkat hücrelerinde azalttığını ve ayrıca MDA-MB-468 meme kanseri 

hücrelerinde DNMT1, G9a ve HDAC1'in ekspresyonunu da azalttığını göstermiştir 

(111).  

 

3. miRNA'ları düzenleme 

  Status epileptikus (SE) sıçanlarının hipokampal bölgesinde genellikle yüksek 

oranda eksprese edilen bir başka microRNA, miR146a, NF-κB aracılı inflamatuvar 

sitokinlerin inhibisyonunda rol oynar ve timokinon tedavisinin miR146a 

ekspresyonunu aşağı regüle ettiği ve böylece NF-KB yoluna müdahale ederek 

inflamatuvar reaksiyonları sınırlandırabildiği bulunmuştur (112). 

 Başka bir çalışmada ise timokinon, nanopartiküllere (PEG4000-Tq-Nps) 

kapsüllenmiş ve etkileri meme kanseri hücre metastazında gözlenmiştir (26).  

 Deneysel sonuçlar, timokinonun neden olduğu artmış miR34a ekspresyonunun 

yanı sıra, Rac1 ekspresyonunun inhibisyonu yoluyla sitoskeletal aktin 

polimerizasyonunun aşağı regülasyonundan kaynaklanabilecek güçlü bir antimigratör 

etkisinin olduğunu göstermiştir (26). 
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 2.1. Etoposid 

 

 2.2.1. Etoposidin Fizikokimyasal Özellikleri 

Etoposid, kimyasal yapı olarak podofillotoksine benzer (Şekil 2.4.). Molekül 

Formül C29H32O13, Molar kütlesi: 588,557 g/mol, CAS numarası: 33419-42-0, 

Erime noktası: 243,5 °C, Kaynama noktası: 798,1 °C’dir (113).  

                              

                               

Şekil 2.4. Etoposit molekülünün kimyasal yapısı.                             

 

Sitotoksik ilaçlardan etoposidin kimyasal ve fiziksel stabiliteleri, yaygın olarak 

kullanılan üç farklı infüzyon sıvısında araştırılmıştır.  %5 dekstroz ve %0,9 sodyum 

klorür infüzyon sıvılarında (konsantrasyon: 0,4 mg/mL) etoposidin oda sıcaklığında 

en az dört gün kimyasal olarak stabil olduğu sonucuna varılmıştır.  0,4 mg/mL'den 

yüksek konsantrasyona sahip etoposid infüzyon sıvılarında ara sıra çökelme meydana 

gelmiştir (113). 

 

2.2.2. Etoposidin Farmakokinetik Özellikleri  

 

Etoposid iyi emilir, doruk plazma konsantrasyonuna ulaşma süresi 1-1,5 

saattir. Ortalama biyoyararlanım %50'dir (%25-%75 aralığı). Oral olarak uygulanan 

etoposid kapsüller için Cmax ve AUC değerleri, bireyler arası değişkenlik gösterir. 

Etoposid için ilk geçiş etkisi yoktur. Proteine bağlanması %97’dir (113). 
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Öncelikli olarak hepatik (CYP450 3A4 izoenzim yolu yoluyla O-demetilasyon 

yoluyla) metabolizmaya uğrar ve %40'ı değişmeden idrarla atılır. Etoposide ayrıca 

sırasıyla GSTT1/GSTP1 ve UGT1A1 tarafından glutatyon ve glukuronid 

konjugasyonuna uğrar. Prostaglandin sentazları, etoposidin O-demetillenmiş 

metabolitlere (kinon) dönüştürülmesinden de sorumludur (113). 

Etoposid metabolitleri ve/veya değişmemiş halde böbrekler ve safra yoluyla 

atılır. Etoposidin glukuronid ve/veya sülfat konjugatları idrarla atılır. Radyoaktivitenin 

fekal geri kazanımı intravenöz dozun %44'ü olduğundan, değişmemiş ilaç ve/veya 

metabolitlerin biliyer atılımı, etoposid eliminasyonunun önemli bir yoludur. Dozun 

%56'sı idrarla atılır ve bunu %45'i etoposid olarak atılmaktadır (113). 

Etoposid 1,5 saatlik bir dağılım yarı ömrüne sahiptir. Beyin omurilik sıvısına 

iyi geçmez. Dağılım hacmi, kararlı durumda 18-29 L’dir (113). 

Toplam vücut klerensi 33-48 mL/dak [iv uygulama, yetişkinler]. Ortalama 

renal klirens 7-10 mL/dak/m2 (113).  

Günlük 80 mg/m2 dozda etopozid alan akut promiyelositik lösemili bir 

kadında, anne sütüne etoposid atılımı gösterilmiştir. 0,6 ila 0,8 ug/mL'lik pik 

konsantrasyonlar, dozlamadan hemen sonra ölçülmüş, ancak 24 saatte saptanamayan 

seviyelere düşmüştür (113). 

Etoposidin sıçanlara intravenöz uygulamasından otuz dakika sonra, en yüksek 

konsantrasyonlar karaciğer, böbrekler ve ince bağırsakta bulunmuştur. Dozlamadan 

24 saat sonra doku konsantrasyonları ihmal edilebilir düzeyde tespit edilmiştir (113). 

Eliminasyon yarı ömrü yetişkinlerde 4 ila 8 saat ve çocuklarda 3 ila 7 saat 

arsındadır (113). 

 

 2.2.3. Etoposidin Farmakodinamik Özellikleri 

 

Etoposid, 1980'lerden beri çeşitli maligniteleri tedavi etmek için kullanılan 

başarılı bir antikanser ajanıdır. Podophyllum pellatum mandrake bitkisinden ekstrakte 

edilen bitki alkaloididir. Ticari adı, Vepesid’dir (VP-16). (114) 

Etoposid, Topoizomeraz II enzimine doğrudan bağlanır ve Topoizomeraz II 

enziminin kırılmış DNA uçlarını tekrar birleştirme yeteneğini inhibe eder. 

Topoizomeraz II- DNA bölünme komplekslerinin stabilizasyonuna ve birikmesine yol 
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açar. Bu yarılma komplekslerinin birikimi, transkripsiyon ve replikasyonu bloke etme 

ve DNA çift iplik kırıkları dahil olmak üzere hücre fonksiyonu etkileyerek hücrenin 

apoptozuna neden olur. Etoposid, NADH dehidrojenaz düzeyinde mitokondriyal 

geçişi inhibe edebilir ya da HeLa hücreleri içine nükleosidlerin geçişini inhibe edebilir. 

Mikrotübüler yapı ile etkileşime girmez (113). 

Etoposide, DNA topoizomeraz II'yi inhibe ederek DNA yeniden ligasyonunu 

inhibe eder. Bu, hücre bölünmesinin premitotik aşamasında DNA sentezinde kritik 

hatalara neden olur ve kanser hücresinin apoptozuna yol açabilir. Etoposid hücre 

döngüsüne bağımlıdır ve faza özgüdür, esas olarak hücre bölünmesinin S ve G2 

fazlarını etkiler. İki farklı doza bağımlı yanıt görülür. Yüksek konsantrasyonlarda (10 

µg/mL veya daha fazla), mitoza giren hücrelerin parçalanması gözlenir. Düşük 

konsantrasyonlarda (0.3 ila 10 µg/mL), hücrelerin profaza girmesi engellenir.  

Etoposidin baskın makromoleküler etkisi, DNA-topoizomeraz II ile etkileşim veya 

serbest radikallerin oluşumu ile DNA iplik kopmalarının indüklenmesidir. 

Topoizomeraz II alfa izoformunun inhibisyonu, etoposidin anti-tümör aktivitesi ile 

sonuçlanır. İlaç ayrıca beta izoformunu inhibe etme yeteneğine sahiptir ancak bu 

hedefin inhibisyonu, anti-tümör aktivitesi ile ilişkili değildir. Bunun yerine kanserojen 

etki ile ilişkilidir (113).  

  

2.2.4. Etoposidin Toksisitesi 

  

Akut toksisitesi 

Sıçanda oral LD50 değeri 1784 mg/kg, ip LD50 değeri 39 mg/kg, iv LD50 

değeri 58 mg/kg; farede oral LD50 değeri 215 mg/kg, ip LD50 değeri 64 mg/kg, iv 

LD50 değeri 15 mg/kg’dır (113).  

İnsanlarda TDLo (endüşük toksik doz) iv yolla 16 mg/kg/5gün (aralıklı) ve 

2,63 mg/kg/10 gün’dür (113). 

 

Tekrarlı doz toksisitesi 

VP 16-213, her iki cinsiyetten Sprague-Dawley sıçanlara intravenöz olarak 

0,15 mg/kg/gün, 0,50 mg/kg/gün, 1,5 mg/kg/gün ve 4,5 mg/kg/gün doz seviyelerinde 

uygulanmıştır. Subakut toksisitesinin ve toksik etkilerin tersine çevrilebilirliğinin 
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incelenmesi amacıyla bir ay izlenmiştir. Karşılaştırma amacıyla, vinkristin (VCR) aynı 

şekilde 0,04 ve 0,08 mg/kg/gün doz seviyelerinde uygulanmıştır. Elde edilen sonuçlara 

göre; 4,5 mg/kg VP dozu anemiye neden olmuştur ve bu dozu alan bazı erkek 

sıçanlarda sistemik güçsüzlük, zayıflama ve ataksi sonucunda ölüm gözlenmiştir. VP 

0,50 mg/kg beyaz kan hücresi sayısını azaltmış; 1,5 ve 4,5 mg/kg ağırlıklı olarak 

kırmızı kan hücresi sayısını azaltmıştır. VP 1,5 ve 4,5 mg/kg, toplam serum protein 

içeriğini ve serum alkalin fosfataz aktivitesini düşürmüştür ve A/G oranını 

yükseltmiştir. VP 0,50 mg/kg ve üzeri ağırlıklı olarak testis ağırlığını azaltmış ve 1,5 

ve 4,5 mg/kg ağırlıklı olarak timik atrofi, kemik iliği hipoplazisi ve spermatogenezin 

baskılanması ve tübüler atrofi ile testis atrofisine neden olmuştur.  VP 4,5 mg/kg 

germinal merkezlerde atrofiye ve dalakta hemosideroza ve sperm sayısında ve dev 

hücre görünümünde azalma ile epididimal atrofiye neden olmuştur. Testis ve epididim 

bulguları dışında yukarıdaki değişiklikler genellikle geri dönüşümlü olduğu tespit 

edilmiştir.   Bu sonuçlara dayanarak, mevcut deneysel koşul altında VP'nin etkisiz doz 

seviyesinin her iki cinsiyetten sıçanlara karşı 0,15 mg/kg/gün olduğu bildirilmiştir 

(115). 

VP 16-213, her iki cinsiyetten Sprague-Dawley sıçanlara bir ay boyunca oral 

olarak 3, 10, 30 ve 100 mg/kg/gün doz seviyelerinde uygulanmıştır. Elde edilen 

sonuçlara göre VP 30 mg/kg canlı ağırlık artışı ve yem alımını baskılamış ve yumuşak 

dışkı oluşumuna neden olmuştur. VP 100 mg/kg, vücut ağırlığını ve yem alımını 

azaltmış ve ishal, tüy dökülmesini tetiklemiştir.  Ayrıca, bu doz seviyesinin 

uygulandığı hayvanların yarısı, sistemik güçsüzlük ve zayıflama göstererek ölmüştür. 

VP 30 mg/kg ve 100 mg/kg uygulamada alyuvar sayısını azaltmıştır. VP 10-100 mg/kg 

dozlarında serum protein içeriğini ve serum alkalin fosfataz aktivitesini düşürmüş ve 

A/G oranını yükseltmiştir. VP 10 mg/kg ve üzeri dozlarında timik atrofiye ve testis 

ağırlığında azalmaya neden olmuş; 30 ve 100 mg/kg spermatogenezin baskılamış; 100 

mg/kg epididimde dev hücre görünümü, kemik iliği hipoplazisi, ileosesit ve prostat, 

seminal vezikül ve dalak germinal merkezlerinin atrofisine neden olmuştur. Testis ve 

epididimdeki bulguların alevlenmesi dışında yukarıda açıklanan değişikliklerin 

genellikle geri dönüşümlü olduğu gösterilmiştir. Bu sonuçlara dayanarak, mevcut 

deneysel koşul altında VP'nin etkisiz doz seviyesinin her iki cinsiyetten sıçanlara karşı 

3 mg/kg/gün olduğu bildirilmiştir (115). 
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VP 16-213, her iki cinsiyetten Sprague-Dawley sıçanlara altı ay boyunca 

kronik toksisitesini incelemek amacıyla oral olarak 1, 3, 10 ve 30 mg/kg/gün doz 

seviyelerinde uygulanmıştır. Elde edilen sonuçlara göre VP 30 mg/kg vücut ağırlığı 

artışını ve yem alımını baskılamış, geçici ishal, anemi ve tüy dökülmesini beraberinde 

getirmiştir. Bu dozu alan bazı hayvanlar, sistemik güçsüzlük, zayıflama ve ataksi 

göstererek ölmüştür. VP’nin 3 mg/kg ve üzeri dozlar kırmızı kan hücresini ve beyaz 

kan hücresi sayısını azaltmıştır. VP 30 mg/kg, erkeklerde toplam serum protein 

içeriğini ve A/G oranını yükseltmiş ve dişilerde serum alkalin fosfataz aktivitesini 

düşürmüştür. VP, 10 ve 30 mg/kg dozlarda ağırlıklı olarak timik atrofi, 

spermatogenezin baskılanması ile testiküler atrofi ve tübüler atrofi, epididimal 

ağırlıkta azalmaya neden olmuş ve splenik eritropoezi indüklemiştir. VP’nin 30 mg/kg 

dozu uygulan grupta ise testis ve epididim bulguları dışında yukarıda açıklanan 

değişikliklerin genellikle geri dönüşümlü olduğu gösterilmiştir. Bu sonuçlara 

dayanarak, mevcut deneysel koşul altında VP'nin etkisiz doz seviyesinin her iki 

cinsiyetten sıçanlara karşı 1 mg/kg/gün olarak bildirilmiştir (115).  

Fare oositlerinde etoposidin neden olduğu hem yapısal kromozom 

anormallikleri hem de etoposidin anöploidi indüklenmesi yönünden 

incelenmiştir. Dişi farelere farklı dozlarda etoposid verilmiştir ve 17 saat sonra oositler 

toplanmıştır.  Kromatid asentrik fragmanların ve hiperploid metafaz II oositlerin 

oranları, eş zamanlı kontrollere göre etoposid gruplarında önemli ölçüde daha yüksek 

bulunmuştur. Sonuçlar, hem yapısal hem de sayısal sapmaların, DNA ile veya 

kromozom ayrımı ile ilişkili çeşitli organeller ile doğrudan etkileşim olmaksızın 

indüklenebileceğini göstermektedir. Ayrıca, hem mayozda gecikmeyi (ovüle metafaz 

I oositler ve poliploidi) hem de anöploidi indükleyen diğer bileşiklerin (vinblastin, 

kolşisin, benomil ve griseofulvin) aksine, etoposid oosit olgunlaşmasında mayotik 

gecikmeye neden olmamıştır (116). 

Küçük hücreli olmayan akciğer kanserli ameliyat edilemeyen on bir hasta, 

günlük 25 mg oral etoposid ile idame tedavisi olarak tedavi edilmiştir.  Kemoterapi 

sırasında ortaya çıkan toksisite tüm vakalarda değerlendirilmiştir, ancak 5 vakada 

tedavinin birinci ve yedinci gününde ilacın kan konsantrasyonu ölçülmüştür.  Pik 

plazma seviyesi (Cmax) kemoterapinin ilk gününde 0.92 +/- 0.43 mikrogram/ml ve 

yedinci günde 1.02 +/- 0.30 mikrogram/ml olarak ölçülmüştür. İki ölçümün hiçbirinde 
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birinci ve yedinci günde elde edilen değerler arasında anlamlı istatistiksel fark 

olmadığı için, ilacın kümülatif etkisinin olmadığı tespit edilmiştir. İlacın toksisitesi ile 

ilgili olarak, periferik beyaz kan hücrelerinin anormal azalmasıyla birlikte kemik iliği 

baskılanması gözlenmiştir.  Alopesi ve karaciğer veya böbrek hasarı gözlenmemiştir 

ve bir vakada bulantı ve anoreksi varlığına rağmen, tüm vakalarda idame tedavisi 

devam edilebilmiştir. Bu sonuçlara dayanarak, etoposidin ayaktan hasta bazında idame 

tedavisi olarak güvenle uygulanabileceği sonucuna varılmıştır (117). 

İleri evre akciğer kanserli 79 hastanın uzun süreli oral etoposid tedavisinin 

sonuçlarını araştırıldığı bir araştırmada; küçük hücreli akciğer kanserli otuz hasta, 

uzun süreli oral etoposid ile kombinasyon halinde sisplatin ile tedavi edilmiştir. Yanıt 

oranının neredeyse %100 olduğu tespit edilmiştir.  Küçük hücreli dışı akciğer kanserli 

49 hasta rastgele iki gruba ayrılmıştır: birinci gruptaki hastalar (n = 25), uzun süreli 

oral etoposid ile kombinasyon halinde sisplatin ile tedavi edilmiş; ikinci grupta (n = 

24) 14 veya 21 gün boyunca sadece uzun süreli oral etoposid tedavisi kullanılmıştır. 

Her iki grupta da yaklaşık %80'lik bir yanıt oranı tespit edilmiştir. Bu iki alt gruptaki 

hastaların çoğu kısmi remisyona girmiş ve geri kalanı stabil klinik aşamada kalmıştır. 

(ortanca süre 5 ay). Kombine ilaç tedavisi alan tüm hastalarda meydana gelen 

alopesinin yanı sıra, baskın toksisite (5 vakada agranülositoz) miyelosupresyon olduğu 

tespit edilmiştir. Bu doz ve programla verilen etoposid (14 gün boyunca 100 mg/gün), 

ilerlemiş küçük hücreli akciğer kanseri için sisplatin ile kombinasyon halinde birinci 

basamak sistemik tedavi olarak aktiviteye ve küçük hücreli olmayan akciğer kanseri 

tedavisi için orta derecede aktiviteye sahip olduğu tespit edilmiştir (118).   

Etoposid gebe kadınlara uygulandığında fetal hasara neden olabilir. Etoposidin 

fare ve sıçanlarda teratojenik olduğu gösterilmiştir (113). 

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

Yüksek doz siklosporin ile beraber oral etoposid uygulanması etoposid eğri altı 

alanında (AUC) %80’lik bir artışa neden olmuştur. Tek etoposid kullanımıyla 

karşılaştırıldığında etoposidin toplam vücut klirensinde %38’lik azalma olur (113). 

Etoposid bazı ilaçların (örn. siklosporin) sitotoksik ve miyelosupresyon 

etkilerini artırabilir. Oral antikoagülanların etkileri artabilir. Fenilbutazon, sodyum 

salisilat ve salisilik asit, etoposidin plazma proteinlerine bağlanmasını etkileyebilir.  

CYP3A4 inhibitörleri (doksisiklin, eritromisin diklofenak gibi) etoposid 
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konsantrasyonunu veya etkisini artırabilir. Aminoglutetimid, karbamazepin, 

nevirapin, fenobarbital, fenitoin, rifamisin gibi CYP3A4 indükleyicileri ise etoposidin 

konsantrasyon veya etkilerini azaltabilir (113).   

 

2.3. Sitotoksisitenin Belirlenmesinde Kullanılan Yöntemler 

 

Hücre canlılığını belirleyen yöntemler, bir maddenin, uygun hücre kültüründe, 

hücre çoğalma oranı ve hücre üzerindeki toksik etkisi dikkate alınarak değerlendirme 

yapılan testlerdir. Sitotoksisite belirleme yöntemleri genel olarak kolorimetrik, 

lüminesans ve enzimatik yöntemlerdir. Bu testler ile morfolojik hücresel hasarlar 

izlenebilir, ayrıca hücre proliferasyonu ve hücresel metabolizmadaki değişiklikler de 

belirlenebilmektedir (119, 120). 

Hücre canlılığını ölçme yöntemleri radyoaktif maddenin kullanılıp 

kullanılmadığına göre iki grupta incelenebilir. Bunlar radyoaktif ve radyoaktif 

olmayan enzimatik, membran/floresan boyama ile hücre akış sitometrisi (Flow 

sitometrik yöntem) kullanımını içermektedir. Flow sitometrik hücre-aracılı 

sitotoksisite testi klinikte özellikle hemofagositik bozukluklar (Chediak Higashi, 

Griscelli Sendromu vb.); doğal bağışıklık yanıtı olan NK (doğal katil) hücre 

hastalıkları ve bazı immünolojik hastalıkların tanısında yardımcı olabilmektedir (120). 

Radyoaktif yöntemler arasında krom salınım metodu (CRA; Chromium 

Release Assay) ve Jurkat apoptoz ölçümü testi (JAM; Jurkat Apoptosis Measurement) 

yer alır (120).  

Krom salınım yöntemi 

Lizis sonrası hedef hücreye yüklenen radyoaktif 51Cr-Na2 51CrO4’un 

salınımının ölçülmesine dayanır (120). 

Jurkat apoptoz ölçümü testi 

Hedef hücre radyoaktif prekürsör DNA-nükleotidleri, trityum [3H] metil-

timidin DNA fragmanları, işaretleme için kullanılır ve hedef hücre hasarı sonucu 

işaretli DNA parçacıkları salınımı ölçülerek hedef hücre ölümü ölçülür (120). 

Radyoaktif olmayan enzimatik yöntemler arasında laktat dehidrogenaz 

(LDH) salınım yöntemi (LDH Release Assay), MTT kolorimetrik yöntem ve 

Granzyme B ELISPOT testi yer alır (120). 
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LDH salınım yöntemi 

Hasarlı/ölü hücrelerden vasata salınan laktat dehidrojenaz (LDH) aktivitesinin 

belirlenmesi esasına dayanır.  LDH sitoplazmik bir enzimdir. Hücre plazma membran 

bütünlüğü bozulduğunda LDH enzimi hücrelerden sızarak vasata geçer. Lizise 

uğramış hedef hücrelerinden LDH salınımı ölçülür. LDH, pirüvatın laktata 

dönüşümünü katalize eder. Bu enzimatik aktivite esnasında, NADH oksidasyona 

uğrayarak NAD+’a dönüşür. NADH miktarı, 340 nm absorbansta, spektrofotometrik 

olarak ölçülür.  Ölen hücre sayısı ortama salınan LDH miktarıyla orantılıdır (119).  

 

MTT kolorimetrik yöntemi 

İn vitro ortamda kimyasal maddeye maruz bırakılan hücrenin mitokondriyel 

enzim kapasitesine bağlı sarı solübl tuz olan MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5- 

diphenyltetrazolium bromide)’yi mor-mavi renkli formazan kristallerine dönüştürmesi 

ve bu kristal yapının organik çözücüde çözünmesi sonrasında spektrofotometrede 

kantitatif olarak ölçülmesi esasına dayanır. MTT, pozitif yüklü bir bileşik olup, 

ökaryot hücrelerin membranını kolaylıkla geçer. MTT bileşiği sarı renklidir, oluşan 

formazan ise mor renkli olup suda çözünmez niteliktedir ve absorbansın ölçülebilmesi 

için uygun bir çözücüde çözdürülmelidir. Oluşan formazan miktarı canlı hücre sayısını 

verir. Tetrazolyum tuzu konsantrasyonu, hücre tipi, canlı hücre sayısı ve metabolik 

kapasitesi, vasat içeriği, vasat pH’sı, kuyucuk yapısı gibi parametrelerle doğrudan 

ilişkilidir. MTT yöntemi sitotoksistenin belirlenmesinde yapılışı kolay, duyarlı, 

güvenilir, uygun maliyetli olan ve bun nedenle oldukça yaygın kullanılan bir 

yöntemdir. CRA ile orantılıdır. Bu testte tek kullanımlık çoklu kuyucuklu ortamlar 

kullanılarak değişik hedef hücrelerde sitotoksistenin aynı anda ölçüme imkân sağlar. 

MTT’nin bu avantajları yanında sadece adherent (yapışkan) hücre dizilerinde 

uygulanabil olması nedeniyle bu testi sınırlamaktadır (120). 

MTT yanında XTT, MTS, WST-1, WST-8 gibi farklı özelliklere sahip 

tetrazolyum bileşikleri geliştirilerek sitotoksisitenin belirlenmesinde kullanılmaktadır.  

MTS, XTT ve WST bileşikleri ise negatif yüklü olup hücre membranını geçemezler. 

Ortama ara elektron alıcı maddelerin (fenazin metil sülfat, fenazin etil sülfat) 

kullanılmasını gerektirir. Bu terazolyum bileşiklerin indirgenmesi sonucu oluşan 

formazan ise suda ve dolayısıyla vasatta çözünebilir (119). 
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Granzyme B ELISPOT testi 

Sitotoksik hücreler olan CD8+- CTL ve NK hücresinde bulunan serin esteraz 

düzeyi ölçülür (120).  

Radyoaktif olmayan floresan boya ya da monoklonal antikorlarla hedef hücreyi 

işaretleme teknikleri ve bunların hücre akış sitometrisi kullanımları gibi yeni 

yöntemler, radyoaktif ve radyoaktif olmayan yöntemlerdeki yetersizlik ya da zorluklar 

nedeniyle geliştirilmiştir. İlk olarak kullanılan hücre akış sitometrisi tek boyalı ve 

hücrenin ışık saçıcı (light scattering) özelliklerine dayalı hücre akış sitometrisi 

yöntemleridir. Değişik floresan boya ya da mAb ile hedef hücrenin membran ya da 

DNA’sını boyayarak hedef hücrede ölümü (sitotoksisiteyi) ölçmeye yararlar.  F-18 

(oktadesilamin floresein izotiyosiyanat), PKH-2, PKH-26, Europium (Eu3+), 

MitoTracker Green (MTG) gibi bazı floresan maddeler hücre canlılığının 

belirlenmesinde lipofilik membran boyama esasına dayalı olarak kullanılır. Kolay, 

duyarlı ve güvenilir olsa da hücrelerin bu boyaları sızdırması önemli bir problemdir 

(120). 

Aminoaktinomisin (7-AAD), PI (propidium iyodür), CAM (Calcein-AM: 

kalsein asetoksimetil ester) ve TO-PRO-3 iyodür gibi floresan boyalar hedef hücre 

DNA’sını boyayarak hücresel ölümü yansıtırlar (120). 

Hücre akış sitometrede hedef ve efektör hücrenin monoklonal antikorla 

işaretlenmesi 

Membrana bağlanan floresan monoklonal antikor (mAb) effektör, hedef hücre 

ve konjugat (effektör hücrenin hedefe yapışmasının) seçiminde ve işaretlemede 

kullanılır. Anti-CD2, anti-CD5, anti-CD7, anti-CD16 ve anti-CD56 effektörleri 

işaretlemede kullanılan monoklonal antikorlardır (120). 

Resazurin testi (Alamar mavisi floresans testi) 

Resazurin boyasının canlı hücreler tarafından resorufin bileşiğine 

dönüştürülmesi esasına dayanır.  Resazurin, oksidatif formda bulunan koyu mavi 

renkte bir redoks boyasıdır, hücre zarından serbestçe geçerek hücrelere girer ve burada 

indirgenerek floresans özellikteki pembe renkli resorufin bileşiğine dönüşür. 

Metabolik işlevi olmayan ölü hücreler resazurini indirgeyemez ve floresans sinyali 

oluşturamazlar. Oluşan sinyal, florometre kullanılarak tespit edilir ve canlı hücre sayısı 

arttıkça sinyal şiddetlenir (119).  
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ATP biyolüminesans testi 

Hücre canlılığı testleri arasında en hızlı, hassas ve kolay olanıdır. Hücre 

ölümünü takiben, hücrenin ATP sentez yeteneği kaybolur ve endojen ATPazlar 

mevcut ATP’yi hızlı bir şekilde yıkımlar. Hücre içi ATP içeriği, hücre canlılığının 

temel göstergesi olarak kabul edilir. ATP düzeyinin ölçülebileceği, enzimsel 

spektrofotometrik, radyografik, biyolüminesans gibi farklı yöntemleri mevcuttur. 

Biyolüminesans metodu en hassas olması nedeniyle tercih edilir (119). 

 

 2.4. İnsan Serviks Kanseri (HeLa) Hücre Hattı Özellikleri 

  

Serviks (rahim ağzı) kanseri “HeLa” adını ilk kez 1951 yılında Amerika 

Birleşik Devletleri’nde Afrika kökenli “Henrietta Lacks” isimli 31 yaşında servikal 

adenokarsinomalı bir kadın hastadan almıştır. Hasta aynı yıl vefat etmiştir. Bu 

hastadan alınan hücreler hücre kültürü ortamında çoğaltılmıştır. Bu hücreler 

ölümsüzdür ve bu özelliği nedeniyle standart hücre soyu olarak kullanılmıştır. Birçok 

araştırma alanında hücre modeli olarak kullanılmıştır. Kanser araştırmalarında sıklıkla 

tercih edilmektedir. HeLa hücreleri adheran özelliğe sahiptir. Epitel karakterli 

morfoloji göstermekte olup oldukça hızlı prolifere olabilen (yaklaşık 24 saatte bir 

çoğalabilen) hücrelerdir. HeLa hücrelerindeki p53 ifadeleri düşük ancak 

retinoblastoma baskılaycı gen (Rb) ifadelerinin normaldir. Hücre genlerinin HPV 18 

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

 

Tablo 2.4.  Serviks kanser hücresinin özellikleri. 

 

                            

Elde Edildiği Organizma İnsan 

Doku Serviks 

Yaş/cinsiyet/ırk 31/Kadın/Siyahi 

Tümör Tipi Adenokarsinom 

Hücre tipi ve morfolojisi Epitel Karakterli 

Özelliği Adheran 

Saklama koşulları Sıvı nitrojen buharı 
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 Serviks kanser hücresi; test geliştirme, bulaşıcı hastalık araştırması, cinsel yolla 

bulaşan hastalık araştırmasında kullanılır. Serviks, serviksin dış kısmını kaplayan çok 

katlı yassı epitel hücre ve endoservikal kanalın karakteristik özelliği olan mukus 

salgılayan kolumnar epitel hücre ile döşelidir (Şekil 2.5). Bu iki hücre popülasyonu 

arasındaki geçişe skuamokolumnar bileşke denir ve bu kısım viral neoplastik 

transformasyon açısından riskin en fazla olduğu yer olarak düşünülmektedir. 

Ektoservikste (agina boşluğunda kalan kısım) ortaya çıkan tümörler, çoğunlukla 

invaziv servikal karsinom vakalarının yaklaşık %75'ini oluşturan skuamöz hücreli 

karsinomlardır. Aksine, endoserviksten kaynaklanan tümörlerin adenokarsinom olma 

olasılığı daha yüksektir. Adenoskuamöz, küçük hücreli veya nöroendokrin, seröz 

papiller ve serviksin berrak hücreli karsinomları daha az görülen histolojik alt tiplerdir 

(122, 123). 

 

Şekil 2.5. Hela hücresinin mikroskobik görünümü (122). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

3.1. Kullanılan Kimyasal Maddeler 

 

Dimetil Sülfoksit (DMSO) Sigma-Aldrich 

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) Biowest® 

Etil Alkol Sigma-Aldrich 

HeLa (İnsan Serviks Adenokarsinoma) Hücre Hattı Americal Type 

Culture Collection 

Timokinon (%98,5 saflık)  Sigma 

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

bromür) 

Sigma 

Penisilin-Streptomisin Biowest® 

Etoposid Koçak Farma® 

Tripan Mavisi Sigma 

Tripsin-EDTA  Sigma 

Fötal Sığır Serumu (Fetal Bovine Serum, FBS)  Sigma 

 

 

 3.2.  Kullanılan Araç ve Gereçler 

 

Buzdolabı Hotpoint 

Cam pastör pipeti Interlab 

Derin Dondurucu (-800C) Revco 

Etüv Dedeoğlu 

Işık Mikroskop Leica 

Hücre kültürü uyumlu flask (25/75 cm2), 96-kuyucuklu Corning 
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plaka, pipet (1- 25 ml), santrifüj tüpü (15, 50 mL) 

İnkübatör (CO2’li) Heraeus Instruments 

Karıştırıcı-Isıtıcı Jankel&Kunkel, 

Ikamag 

Laminar akımlı kabin Heraeus 

Mikrofiltre Millipore® Merck 

Mikropipet, 8 kanallı (5-300 µl) Eppendorf 

Mikropipetler  

(0.5-1 l, 1-5 l, 5-10 l, 10-200 l, 200-1000 l, 1-5 ml) 

Discovery Confort 

Neubauer Camı (Hücre sayım camı) Marienfeld 

Otoklav Rodwell Monarch MP 

24 

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

Santrifüj Heraeus, Hettich  

Spektrofotometre SpektraMax M2 

Su banyosu Termal® Laboratory 

Tools 

Terazi Schimadzu Libror  

Vakum Pompası Welch Vacuum 

 

 

 

 

3.3.  Çalışma Çözeltileri 

 

HeLa besiyeri 

HeLa hücrelerinin çoğalmasında kullanılacak besiyeri (vasat) için; 500 ml 

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (1000 mg/L glukoz, L-glutamin ve 
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sodyum bikarbonat içeren) vasatı üzerine 50 ml FBS (%10) ve 5 ml 

penisilin/streptomisin (%1) eklenir. Hazırlanan besiyeri +4°C’de saklanır. Pasaj 

numarası 19-21.  

MTT stok çözeltisi (5 mg/ml)  

5 mg MTT, 1 ml PBS içinde çözülür. Elde edilen MTT stok çözeltisi Millipore 

(0,2 μm) filtresi kullanılarak sterilize edilir ve ışıktan uzak tutulur. 4° C’de en fazla 4 

gün saklanabilir. Uzun süre saklanacaksa -20°C’de saklanılır. 

 

 Etoposid çözeltisi (2 mM) 

100 mg etoposid (MA: 588,557 g/mol) 5 ml enjektabl preparat içinde (Koçak 

Farma®) çözünmüş halde ve steril olarak bulunmaktadır. Bu çözelti 33,98 mM 

etoposid içerir.  

33,98 mM etoposid çözeltisinden 117,7 μl alınır ve üzerine 1883 μl vasat ilave 

edilerek 2 ml’ye tamamlanarak 2 mM etoposid çözeltisi hazırlanır. Çözelti ışıktan uzak 

tutulmalıdır. 

 

Timokinon çözeltisi (5 mM) 

6,49 mg timokinon (MA: 164,2 g/mol 100 μl DMSO içinde çözüldü ve 900 μl 

PBS çözeltisi ilave edilerek 0.1 M’lık timokinon stok çözeltisi elde edilir.  

0.1 M timokinon stok çözeltisinden (%10 DMSO içerir) 50 μl alınır ve üzerine 

950 μl hücre vasatı ilave edilirek 5 mM timokinon çözeltisi elde edilir (%2 DMSO 

içerir).  Millipore (0.2 μm) filtresi kullanılarak sterilize edilmelidir. Çözelti taze olarak 

hazırlanmalı ve ışıktan uzak tutulmalıdır.  

 

 3.4.  Hücrelerin Çoğaltılması  

 

1. -80ºC’de, %10 DMSO içeren besiyerinde saklanan HeLa hücreleri, çalışma 

öncesinde 37ºC’ye getirilen su banyosunda 30 saniye bekletilerek oda 

sıcaklığına getirildi. Daha sonra yapılan her işlem steril şartlarda ve hava akışlı 

steril kabin ortamında gerçekleştirildi. Çalışmada kullanılacak gereçler 

%70’lik etanol ile sterilize edildi.  

2. Su banyosunda 37ºC’ye getirilen besiyeri (9 ml) ile hücreler (1 ml) steril bir 
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tüp içinde süspande edildikten sonra 1200 rpm’de 5 dakika santrifüj uygulandı 

ve üstteki berrak kısım (süpernatant) atıldı. Bu şekilde hücre ortamı yıkanarak 

saklama ortamındaki DMSO uzaklaştırıldı.  

3. Kalan hücre pelleti, uygun besiyeri ile karıştırılarak 25 cm2’lik yatay kültür 

kapları içerisine aktarıldı. 

4. Kültür ortamındaki hücrelerin inkübatör içerisinde (37ºC ± 1ºC, %90 ± %5 

nem, %5 ± 1 CO2/hava) çoğalmaları sağlandı.  

5. Çoğalmaya bırakılan hücrelerin besiyeri her 3 günde bir değiştirildi ve 

besiyerinin, kontaminasyon ve doygunluk durumu mikroskopta kontrol edildi.  

6. Mikroskobik olarak değerlendirilen hücreler tüm kültür ortamını 

kapladıklarında, hücrelere paşajlama işemi uygulandı. Ortamdaki besiyeri 

uzaklaştırıldı. 

7. Hücreler 2 kez 5 ml 37ºC’ye getirilmiş PBS ile yıkandı. 

8. Hücrelerin üzerine 3 ml Tripsin-EDTA çözeltisi eklenerek 5-10 dakikalık 

tripsin inkübasyonundan sonra hücrelerin yapıştıkları yerden kalkmaları 

sağlandı. Kalkmayan hücreler için toksik olan tripsin ile uzun süre 

bekletilemeyeceği için kültür kabının tabanına hafifçe vuruldu. Hücrelerin 

tutundukları yüzeyden ayrılıp ayrılmadığı mikroskop altında kontrol edildi. 

9. Eklenen tripsin-EDTA çözeltisinin iki katı kadar (6 ml) FBS içeren besiyeri 

ortama ilave edilerek hücreler nazikçe süspande edildi. Hücre süspandesi steril 

bir tüpe aktarılarak 1200 devir/dk hızda 25°C’de 5 dakika boyunca santrifüj 

edildi.  

10. Süpernatant kısmı uzaklaştırıldı ve dipte toplanan hücre pelleti 1 ml besiyeri 

ile nazikçe süspande edilerek 10 μl’si steril bir ependorf tüpte 90 μl tripan 

mavisi çözeltisi (%0,4 a/h) ile iyice süspande edildi.  

11. Neubauer tipi hücre sayım lamı (hemasitometre) ve bir lamel yardımı ile hücre 

süspansiyonu kapiler etki ile dolduruldu (Şekil 3.1.). 

12. Hücre sayımı; ışık mikroskobu altında (10 x büyütme) hücre sayıcı lamı 

oluşturan dört karenin iki kenar çizgileri hariç üzerlerindeki parlak ve renksiz 

görüntülü canlı hücreler sayılarak gerçekleştirildi.  

13. Yaşayan hücrelerin konsantrasyonunu hesaplamak için aşağıdaki formül 

kullanıldı:  
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A: Yaşayan hücre sayısının ortalaması (4 karede sayım yapıldıktan sonra 

toplam sayı dörde bölünerek ortalama sayı elde edilir) 

B: Seyreltme faktörü = 10/1 (Hücre süspansiyonu ve tripan mavisi çözeltisi 

karışımı) 

Yaşayan hücre konsantrasyonu (hücre/ml) = AxBx104 

14. Yaşayan hücre konsantrasyonu hesaplandıktan (sayılan hücre sayısı x 105 

hücre/ml) sonra hücre süspansiyonu besiyeri kullanılarak hücre kültürü 

çalışmalarında istenilen konsantrasyonlara seyreltildi. 

 

 

Şekil 2.6. Neubauer hücre sayım lamı. 

 

3.5.  HeLa Kanser Hücresinde Timokinonun Etoposid Sitotoksisine 

Etkilerinin MTT Yöntemi ile Belirlenmesi  

 

1. Hava akışlı laminar kabinin ultraviyole ışığı çalışmadan önce ve sonra 20 

dakika açık bırakıldı. Çalışma ortamı ve gereçler kullanım öncesi ve sonrası 

%70’lik etanol ile sterilize edildi. Tüm işlemler steril şartlarda ve hava akışlı 

steril kabin içerisinde gerçekleştirildi.  

2. Madde 3.4’de anlatıldığı üzere uygun besi ortamında çoğaltılan ve sayılan 

hücreler, çoklu pipet yardımı ile 96 kuyucuklu plakalara, her bir kuyucukta 200 

μl besiyeri içerisinde 10.000 hücre olacak şekilde ekim yapıldı ve hücrelerin 

kuyucuklar içinde tutunup çoğalmaları için 24 saat inkübasyona bırakıldı. 

3. Tüm hücre hatlarında geniş konsantrasyon aralığında etoposide ve timokinona 

tek başlarına 24 ve 48 saat maruziyetin sitotoksisitesi incelendi.  
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4. Etoposid için 25, 50, 100, 200, 400 μM; Timokinon için 3,91-1000 μM 

konsantrasyon aralıklarında dozları uygulandı. Ortamda DMSO %0,5’i 

geçmedi. 

5. Negatif kontrol olarak, %0,5 DMSO içeren hücre besiyeri uygulandı.   

6. İnkübasyon sonunda hücrelerin ortamları uzaklaştırıldı. 

7. İnkübasyon sonunda (24 ve 48. saatlerde) madde çözeltileri atıldı. Her bir 

kuyucuğa 90 μl besi ortamı ve hazırlanan 5 mg/ ml MTT çözeltisinden 10’ar 

μl ilave edilerek (0,5 mg/ml MTT ortamında) 4 saat inkübe edildi. 

8. İnkübasyon sonrasında kristal oluşumu mikroskobik olarak gözlendi. 

9. MTT çözeltisi dikkatli bir şekilde atıldı.  

10. Kuyucuklara 200 μl FBS çözeltisi ile ilave edilerek yıkama yapıldı. 

11. Kuyucuklarda oluşan formazan kristallerini çözmek üzere her bir kuyucuğa 

100 μl çözme solüsyonu (DMSO) eklendi. Plak yatay çalkalayıcıda 5 dakika 

süreyle çalkalandı.  

12. Multiplak okuyucu spektrofotometrede örneklerin absorbans değerleri 570 nm 

dalga boyunda ölçüldü.  

13. Çalışma farklı zamanlarda üç kez tekrarlandı ve sonuçlar üç çalışmanın 

ortalaması olarak hesaplandı.  

14. Işığa duyarlı bir yöntem olduğundan dolayı deneyin her aşaması mümkün 

olduğunca karanlıkta gerçekleştirildi. 

15. Her bir madde konsantrasyonu için ölçülen absorbans değerinin, kontrol 

değerine oranı 100 ile çarpılarak % hücre canlılığı elde edildi.  

 % Hücre canlılığı = (Aörnek/Akontrol) x 100  

16. Konsantrasyona karşı gelen hücre canlılığı her madde için grafiğe geçirildi. 

Grafikten elde edilen denkleme göre hücrelerin %50’sinin öldüğü inhibitor 

konsantrasyonu (IC50) hesaplandı. 

17. Maddelerin IC50 değerleri belirlendikten sonra 24 ve 48 saat maruziyette 

timokinonun etoposid ile kombinasyonlarının sitotoksisitesi araştırıldı.  

Timokinonun etoposid sitotoksisitesine etkisinin değerlendirilmesi amacı ile 

uygulanan konsantrasyon aralıkları; 

HeLa hücresinde, 24 saat inkübasyon için; 170 μM etoposide (IC50) + 3,91-

1000 μM timokinon ve 48 saat için 50 μM etoposide (IC50) + 3,91-250 μM 
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timokinon kombinasyonları incelendi. 

18. HeLa hücrelerinde timokinonun etoposid ile kombinasyonlarının sitotoksisitesi 

MTT yöntemi ile incelendi. 

 3.6. İstatistiksel Yöntemler 

Sonuçlar ortalaması±SS (standart sapma) olarak verilmiştir. Kontroller ve 

madde grupları arasındaki istatistiksel farklılıklar “SPSS 10.5 for Windows” paket 

programında değerlendirildi. Verilerin normal dağılıma uygunluğu Kolmorog-

Smirnov testiyle yapıldı. Grup farklılıkları tek yölü varyans alanizi (ANOVA), LSD 

test ile belirlendi. Deneyler farklı zamanlarda 3 kez tekrar edildi. p0,05, istatistiksel 

anlamlı kabul edildi.  
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4. BULGULAR 

 

4.1. HeLa Hücrelerinde Timokinonun Sitotoksisitesinin Belirlenmesi 

 

HeLa hücrelerinde timokinonun, 3,91-1000 μM konsantrasyon aralığında 24 

ve 48 saatlik inkübasyon sonrası MTT yöntemi ile ölçülen hücre canlılığı üzerine 

etkileri Tablo 4.1., Tablo 4.2. ve Şekil 4.1., Şekil 4.2. ve Şekil 4.3.’te verilmiştir.  

HeLa hücrelerinde 24 saatlik inkübasyon için, negatif kontrol ile 

karşılaştırıldığında timokinonun 3,91-125 μM konsantrasyon aralığında önemli bir 

sitotoksik etki oluşturmadığı, ancak 250 μM ve üzerindeki konsantrasyonlarında doz 

bağımlı olarak (negative kontrole kıyasla 250 μM; 500 μM; 1000 μM için sırasıyla 

2,26 katı; 3,12 katı; 7,08 katı) hücre canlılığını istatistiksel anlamlı olarak azalttığı 

görülmektedir (p<0,05). HeLa hücrelerinde timokinona ait IC50 değeri 24 saatlik 

maruziyette 233,6 μM bulunmuştur (Tablo 4.1.) (Şekil 4.1.).  

HeLa hücrelerinde 48 saatlik inkübasyon için, negatif kontrol ile 

karşılaştırıldığında timokinonun 3,91 – 62,5 μM konsantrasyon aralığında önemli bir 

sitotoksik etki oluşturmadığı, ancak 125 μM ve üzerindeki konsantrasyonlarında doz 

bağımlı olarak (negative kontrole kıyasla 125 μM; 250 μM; 500 μM; 1000 μM için 

sırasıyla 1,85 katı; 3,48 katı; 6,02 katı; 14,24 katı) hücre canlılığını istatistiksel anlamlı 

olarak azalttığı görülmektedir (p<0,05). HeLa hücrelerinde timokinona ait IC50 değeri 

48 saatlik maruziyette 145,5 μM bulunmuştur. Hücre canlılığının 125-1000 μM doz 

aralığında zamana bağlı olarak yaklaşık 2 katı azaldığı tespit edilmiştir (Tablo 4.2.) 

(Şekil 4.2.). 
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Tablo 4.1. Timokinonun 24 saat maruziyette HeLa hücre canlılığı üzerine etkisi.*  

 

No Çalışma grupları I. 

Deney 

II. 

Deney 

III. 

Deney 

Ortalama 

Hücre canlılığı 

(%) 

1 (-) Kontrol 100 100 100 100,0 

2 3,91 μM Timokinon 106,2 98,3 95,3 99,9  5,6 

3 7,81 μM Timokinon 101,0 103,6 99,9 101,5  1,9 

4 15,62 μM Timokinon 95,9 95,0 106,7 99,2   5,3 

5 31,25 μM Timokinon 90,9 112,5 100,7 101,4   8,8 

6 62,5 μM Timokinon 109,2 86,5 92,0 95,9   9,7 

7 125 μM Timokinon 80,6 86,1 88,9 85,2   3,5  

8 250 μM Timokinon 41,3 40,6 50,9 44,3  4,7 a 

9 500 μM Timokinon 37,5 30,8 27,7 32,0   4,1 a 

10 1000 μM Timokinon 9,2 13,7 19,5 14,1   4,2 a 

* Sonuçlar ortalama  standart sapma olarak verilmiştir. Hücre canlılığı negatif kontrole göre 

değerlendirildi. ap<0,05; negatif kontrol  (%0,5 DMSO) ile karşılaştırıldı. 
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Şekil 4.1. HeLa hücre canlılığı üzerine timokinonun 24 saat maruziyette etkisi.* 

*Sonuçlar ortalama  standart sapma olarak verilmiştir. Hücre canlılığı negatif kontrole göre 

değerlendirildi. ap<0,05; negatif kontrol  (%0,5 DMSO) ile karşılaştırıldı. 
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Tablo 4.2. Timokinonun 48 saat maruziyette HeLa hücre canlılığı üzerine etkisi.* 

 

No Çalışma grupları I. Deney II. Deney III. Deney Ortalama 

Hücre 

canlılığı (%) 

1 (-) Kontrol 100 100 100 100 

2 3,91 μM Timokinon 109,6 95,6 92,5 99,2  9,2 

3 7,81 μM Timokinon 110,5 101,2 101,5 104,4  5,3 

4 15,62 μM 

Timokinon 

111,9 106,0 99,3 105,7  6,3 

5 31,25 μM 

Timokinon 

105,3 101,4 88,6 98,4  8,8 

6 62,5 μM Timokinon 83,9 94,7 83,3 87,3  6,4 

7 125 μM Timokinon 56,3 46,7 58,9 54,0  6,4 a 

8 250 μM Timokinon 40,0 22,1 24,0 28,7  9,8 a 

9 500 μM Timokinon 23,4 13,2 13,2 16,6  5,9 a 

10 1000 μM Timokinon 5,9 7,6 7,7 7,0  1,0 a 

* Sonuçlar ortalama  standart sapma olarak verilmiştir. Hücre canlılığı negatif kontrole göre 

değerlendirildi. ap<0,05; negatif kontrol  (%0,5 DMSO) ile karşılaştırıldı. 
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Şekil 4.2. HeLa hücre canlılığı üzerine timokinonun 48 saat maruziyette etkisi.*  

* Sonuçlar ortalama  standart sapma olarak verilmiştir. Hücre canlılığı negatif kontrole göre 

değerlendirildi. ap<0,05; negatif kontrol  (%0,5 DMSO) ile karşılaştırıldı. 

 

 

 

Şekil  4.3. HeLa hücre canlılığı üzerine timokinonun 24 ve 48 saat maruziyette etkisi.*  

* Sonuçlar ortalama  standart sapma olarak verilmiştir. Hücre canlılığı negatif kontrole göre 

değerlendirildi. Negatif kontrol olarak PBS uygulandı. ap<0,05. negatif kontrol ile karşılaştırıldı. 
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4.2. HeLa Hücrelerinde Etoposidin Sitotoksisitesinin Belirlenmesi 

 

Etoposidin HeLa hücrelerinde 25 μM-400 μM konsantrasyon aralığında 24 ve 

48 saatlik inkübasyon sonrası MTT yöntemi ile ölçülen hücre canlılığı üzerine etkileri 

Tablo 4.3. ve Tablo 4.4. ve Şekil 4.4., Şekil 4.5. ve Şekil 4.6.’ da verilmiştir.  

HeLa hücrelerinde 24 saatlik inkübasyon için, negatif kontrol ile 

karşılaştırıldığında etoposidin 25 μM ve 50 μM konsantrasyonlarında önemli bir 

sitotoksik etki oluşturmadığı, ancak 100 μM ve üzerindeki konsantrasyonlarında doz 

bağımlı olarak (negative kontrole kıyasla 100 μM; 200 μM; 400 μM için sırasıyla 1,43 

katı; 2,47 katı; 4,93 katı) hücre canlılığını istatisiksel anlamlı olarak azalttığı 

görülmektedir (p<0.05). HeLa hücrelerinde etoposide ait IC50 değeri 24 saatlik 

maruziyette 167,3 μM bulunmuştur (Tablo 4.3.) (Şekil 4.4.).  

HeLa hücrelerinde 48 saatlik inkübasyon için, negatif kontrol ile 

karşılaştırıldığında etoposidin 25 μM konsantrasyonda önemli bir sitotoksik etki 

oluşturmadığı, ancak 50 μM ve üzerindeki konsantrasyonlarında doz bağımlı olarak 

(negative kontrole kıyasla 50 μM; 100 μM; 200 μM; 400 μM için sırasıyla 1,96 katı; 

4,21 katı; 8,85 katı; 13,18 katı) hücre canlılığını istatisiksel anlamlı olarak azalttığı 

görülmektedir (p<0.05). HeLa hücrelerinde etoposide ait IC50 değeri 48 saatlik 

maruziyette 52,7 μM bulunmuştur. Hücre canlılığının 50-400 μM doz aralığında 

zamana bağlı olarak (50 μM, 100 μM, 200 μM, 400 μM için sırasıyla 1,69; 2,94; 3,58; 

2,67 katı) azaldığı tespit edilmiştir (Tablo 4.4.) (Şekil 4.5.). 

  



51 
 
 

Tablo 4.3. HeLa hücre canlılığı üzerine etoposidin 24 saat maruziyette etkisi.*   

No Çalışma grupları I. Deney II. Deney III. Deney Ortalama 

Hücre 

canlılığı (%) 

1 (-) Kontrol 100 100 100 100,0 

2 25 μM Etoposid 97,8 92,1 83,8 91,2  5,7 

3 50 μM Etoposid 90,7 83,4 84,6 86,2  3,2 

4 100 μM Etoposid 69,2 64,4 76,5 70,1  5,0 a 

5 200 μM Etoposid 46,4 38,6 36,6 40,5  4,2 a 

6 400 μM Etoposid 26,1 14,5 20,3 20,3  4,7 a 

* Sonuçlar ortalama  standart sapma olarak verilmiştir. Hücre canlılığı negatif kontrole göre 

değerlendirildi. Negatif kontrol olarak %0,5 DMSO uygulandı. ap<0,05. negatif kontrol ile 

karşılaştırıldı. 

 

 

 

Şekil  4.4. HeLa hücre canlılığı üzerine etoposidin 24 saat maruziyette etkisi.*  

* Sonuçlar ortalama  standart sapma olarak verilmiştir. Hücre canlılığı negatif kontrole göre 

değerlendirildi. Negatif kontrol olarak %0,5 DMSO uygulandı. ap<0,05. negatif kontrol ile 

karşılaştırıldı. 
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Tablo 4.4. Etoposidin 48 saat maruziyette HeLa hücre canlılığı üzerine etkisi.*   

No Çalışma grupları I. Deney II. Deney III. Deney Ortalama 

Hücre 

canlılığı 

(%) 

1 (-) Kontrol 100 100 100 100,0 

2 25 μM Etoposid 93,8 82,0 84,8 86,8  6,1 

3 50 μM Etoposid 51,1 45,4 56,3 50,9  5,4 a 

4 100 μM Etoposid 22,6 17,0 31,7 23,8  7,4 a 

5 200 μM Etoposid 7,8 7,9 18,2 11,3  6,0 a 

6 400 μM Etoposid 7,2 6,2 9,3 7,6  1,5 a 

* Sonuçlar ortalama  standart sapma olarak verilmiştir. Hücre canlılığı negatif kontrole göre 

değerlendirildi. Negatif kontrol olarak %0,5 DMSO uygulandı. ap<0,05. negatif kontrol ile 

karşılaştırıldı. 

 

 

Şekil 4.5. HeLa hücre canlılığı üzerine etoposidin 48 saat maruziyette etkisi.*  

* Sonuçlar ortalama  standart sapma olarak verilmiştir. Hücre canlılığı negatif kontrole göre 

değerlendirildi. Negatif kontrol olarak %0,5 DMSO uygulandı. ap<0,05. negatif kontrol ile 

karşılaştırıldı. 

a

a
a

a

0,0

20,0

40,0

60,0

80,0

100,0

120,0

H
ü
cr

e 
ca

n
lı

lı
ğ
ı 

(%
)

Etoposid konsantrasyonu (μM) (48.saat)

HeLa hücresi

IC50=52,7 µM



53 
 
 

  

Şekil 4.6. HeLa hücre canlılığı üzerine etoposidin 24 ve 48 saat maruziyette etkisi.*  

* Sonuçlar ortalama  standart sapma olarak verilmiştir. Hücre canlılığı negatif kontrole göre 

değerlendirildi. Negatif kontrol olarak %0,5 DMSO uygulandı. ap<0,05. negatif kontrol ile 

karşılaştırıldı. 

 

4.3. HeLa Hücrelerinde Timokinonun Etoposid Sitotoksisitesine 

Etkilerinin Belirlenmesi 

HeLa hücrelerinde timokinonun 3,91-1000 μM konsantrasyon aralığında 24 ve 

48 saatlik inkübasyonda etoposid sitotoksisitesi üzerine etkileri Tablo 4.5. Tablo 4.6. 

ve Şekil 4.7.’de verilmiştir.  

24 saatlik inkübasyonda timokinonun etoposidin yaklaşık IC50 değerini (170 

μM) 3,91-7,81μM konsantrasyon aralığında değiştirmediği ancak 15,63 μM ve üzeri 

dozlarında doz bağımlı (15.6 μM, 31,3 μM, 62,5 μM, 125 μM, 250 μM, 500 μM, 1000 

μM için sırasıyla 1,73 katı, 2,22 katı, 2,88 katı, 4,50 katı, 7,31 katı, 11,69 katı, 12,72 

katı) istatiksel anlamlı olarak azalttığı görülmektedir (p<0,05) (Tablo 4.5) (Şekil 4.7).  

48 saatlik inkübasyonda timokinonun etoposidin yaklaşık IC50 değerini (50 

μM) 3,91-7,81μM konsantrasyon aralığında değiştirmediği ancak 31,25 μM ve üzeri 

dozlarında doz bağımlı (31,3 μM, 62,5 μM, 125 μM, 250 μM, 500 μM, 1000 μM için 

sırasıyla 1,34 katı, 2,44 katı, 4,80 katı, 9,32 katı, 12,84 katı, 12,37 katı) istatiksel 

anlamlı olarak azalttığı görülmektedir (p<0,05) (Tablo 4.6) (Şekil 4.7).  

24 saatlik maruziyetle karşılaştırıldığında 48 saatlik maruziyette hücre 

canlılığında anlamlı bir fark bulunmamıştır. Hücre canlılığının zamana bağlı olarak 

değişmediği tespit edilmiştir (Şekil 4.7). 
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Tablo 4.5. HeLa hücreleri üzerinde timokinonun 24 saat maruziyette etoposid 

sitotoksisitesine etkisi.* 

No Çalışma grupları I. Deney II. 

Deney 

III. 

Deney 

Ortalama 

Hücre 

canlılığı (%) 

1 (-) Kontrol 100 100 100 100 

2 ETO (170 μM) 62,5 52,3 55,6 56,8  5,2 

3 TK 3,91μM+ETO 56,1 40,8 49,7 48,9  7,7 

4 TK 7,81μM+ETO   50,2 32,2 48,0 43,5  9,8 

5 TK 15,63μM+ETO 34,6 18,5 45,7 32,9  13,7 a 

6 TK 31,25μM+ETO 24,9 16,0 35,9 25,6  10,0 a 

7 TK 62,5μM+ETO 16,1 12,8 30,3 19,7  9,3 a 

8 TK 125μM+ETO 7,6 8,7 21,5 12,6  7,7 a 

9 TK 250μM+ETO 6,0 8,4 8,9 7,8  1,5 a 

10 TK 500μM+ETO 4,6 3,9 6,0 4,9  1,1 a 

11 TK 1000μM+ETO 4,3 5,1 4,0 4,5  0,6 a 

*Sonuçlar ortalama  standart sapma olarak verilmiştir. Hücre canlılığı negatif kontrole göre 

değerlendirildi. Negatif kontrol olarak %0,5 DMSO uygulandı. ap<0,05. negatif kontrol ile 

karşılaştırıldı. bp<0,05, etoposid (170 μM) ile karşılaştırıldı. ETO: etoposid; TK: timokinon. 
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Tablo 4.6. HeLa hücreleri üzerinde timokinonun 48 saat maruziyette etoposid 

sitotoksisitesine etkisi.* 

 

No Çalışma grupları I. Deney II. 

Deney 

III. 

Deney 

Ortalama 

Hücre 

canlılığı 

(%) 

1 (-) Kontrol 100 100 100 100 

2 ETO (170 μM) 40,4 57,5 50,4 49,4  8,6 

3 TK 3,91μM+ETO 36,6 56,0 50,3 47,6  9,9 

4 TK 7,81μM+ETO   38,5 52,4 48,5 46,5  7,2 

5 TK 15,63μM+ETO 39,3 58,6 52,6 50,2  9,9 

6 TK 31,25μM+ETO 35,0 39,9 35,6 36,8  2,7 a 

7 TK 62,5μM+ETO 17,4 24,7 18,6 20,2  3,9 a 

8 TK 125μM+ETO 6,3 11,3 13,3 10,3  3,6 a 

9 TK 250μM+ETO 4,1 6,3 5,4 5,3  1,1 a 

10 TK 500μM+ETO 3,0 3,9 4,7 3,9  0,8 a 

11 TK 1000μM+ETO 2,5 2,8 2,5 2,6  0,2 a 

*Sonuçlar ortalama  standart sapma olarak verilmiştir. Hücre canlılığı negatif kontrole göre 

değerlendirildi. Negatif kontrol olarak %0,5 DMSO uygulandı. ap<0,05. negatif kontrol ile 

karşılaştırıldı. bp<0,05, etoposid (50 μM) ile karşılaştırıldı. ETO: etoposid; TK: timokinon. 
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Şekil 4.7. HeLa hücreleri üzerinde timokinonun 24 saat maruziyette (A) ve 48 saat 

maruziyette (B) etoposid sitotoksisitesine etkisi.* 

*Sonuçlar ortalama  standart sapma olarak verilmiştir. Hücre canlılığı negatif kontrole göre 

değerlendirildi. Negatif kontrol olarak %0,5 DMSO uygulandı. ap<0,05. negatif kontrol ile 

karşılaştırıldı. bp<0,05, etoposid (50 μM ve 170 μM) ile karşılaştırıldı. ETO: etoposid; TK: timokinon. 
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5. TARTIŞMA 

 

Serviks kanseri, dünyada kadınlarda meme ve kalın bağırsak kanserinden sonra 

en sık görülen kanser türlerinden olup erken teşhis edildiğinde tamamen tedavi 

edilebilen bir hastalıktır. Serviks kanserinin tedavisi radyasyon ve sisplatin bazlı 

kemoterapinin bir kombinasyonudur. Bununla birlikte, beş yıllık genel yaşama oranı 

%50 civarını aşamamaktadır (9). Günümüzde, ilerlemiş serviks kanserinde sisplatin 

tek başına veya 5-florourasil, etoposid, vinorelbin, topotekan, paklitaksel, gemsitabin 

ve irinotekan gibi diğer ilaçlarla kombinasyon halinde radyoterapi ile birlikte standart 

bir rejim olarak kullanılmaktadır. Bununla birlikte, etkinliklerine rağmen, bu 

kemoterapötik ilaçların yan etkileriyle ilgili endişeler devam etmektedir. Sisplatinden 

yararlanma olasılığı en yüksek olan bireylere tedavi vermeden önce 

kemosensitivitenin öngörülmesi zordur. Ayrıca tedavide toksik etkilerden ve gereksiz 

maliyetlerden kaçınmak veya en aza indirmek oldukça önemlidir. Serviks kanseri 

tedavisinde tedavi etkinliğinin arttırılması ve toksisitenin düşürülmesi amacıyla çoklu 

ilaç rejimleri tercih edilmektedir. Serviks kanserlerini tedavi etmek üzere yan etkilere 

sahip olma olasılıkları daha düşük olduğu için, özellikle bitkisel özler olmak üzere, 

doğal ürünlerin kullanımına yönelik araştırmalar giderek artmaktadır. Bir dizi in vitro 

çalışma, rahim ağzı kanseri hücrelerinde hücre ölümü veya apoptozu indüklemede 

doğal bileşiklerin potansiyel etki mekanizmalarını göstermiştir. Timokinon, Nigella 

sativa bitkisinin aktif bir bileşenidir ve kanser tedavisinde potansiyel bir role sahiptir. 

Önceki araştırmacılar, timokinonun akciğer kanseri, meme kanseri, kolon kanseri, 

melanom, karaciğer kanseri, nöroblastom ve ağız kanseri hücrelerinin çoğalmasını 

azalttığını bildirmiştir (124).  

Araştırmaların, kemoterapide tedavi sonuçlarını iyileştirmek için yenilikçi ilaç 

stratejilerinin keşfine odaklanması gerektiği görülmektedir. Timokinonun serviks 

kanserinde etoposid ile birlikte etkinliğine dair çalışmalar oldukça yetersizdir.  

Çalışmamızda timokinon ve etoposid kombinasyonunun serviks kanseri hücre hattı 

olan HeLa hücre canlılığı üzerine etkilerinin değerlendirilmesi amaçlanmış ve 

etoposidin antikanser etkisini timokinonun nasıl etkileyeceğine açıklık getirmesi 

hedeflenmiştir.  
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Çalışmamızda timokinonun HeLa hücre hattında hücre canlılığı üzerine etkileri 

MTT yöntemi ile belirlenmiştir ve sitotoksisite profilleri değerlendirilmiştir. MTT 

yöntemi, in vitro koşullarda sitotoksisiteyi değerlendirmek için uygulanan ve 

mitokondriyal enzim aktivitesini ölçen kolorimetrik bir test yöntemdir.  MTT ve diğer 

tetrazolyum tuzlarının, solunum zinciri ve diğer elektron taşıma sistemleri tarafından 

hücre içinde suda çözünmeyen menekşe renkli formazan kristallerine indirgenmesi 

esasına dayanır (125).  

Çalışmamızda HeLa hücresi uygun çoğalma hızına ve uygun koloni oluşturma 

özellikleri göstermiştir. Sitotoksisistenin değerlendirilmesinde çalışılan 

maddelerimize karşı yüksek hassasiyet göstermiştir. Bu özellikleri ile HeLa hücresi in 

vitro çalışmamızda kolaylık sağlamıştır.  

Çalışmamızda HeLa hücrelerinde timokinon uygulamasının negatif kontrol ile 

karşılaştırıldığında 24 saatlik inkübasyon için 250 μM ve üzerindeki 

konsantrasyonlarında ve 48 saat inkübasyon için 125 μM ve üzerindeki 

konsantrasyonlarında doz bağımlı olarak hücre canlılığını anlamlı azalttığı 

bulunmuştur. HeLa hücrelerinde timokinona ait IC50 değerleri 24 ve 48 saatlik 

inkübasyonları için sırasıyla 233,6 μM ve 145,5 μM ve etoposide ait IC50 değerleri 24 

ve 48 saatlik maruziyette sırasıyla 167,3 μM ve 52,7 μM bulunmuştur. Sonuçlar 

timokinon ve etoposidin HeLa hücrelerine hücre canlılığını azaltıcı etkisinin hem doz 

hem de zaman bağımlı olduğunu göstermektedir. Timokinon etoposidin yaklaşık IC50 

değerini 24 saatlik inkübasyon için 15,63 μM ve üzeri dozlarında ve 48 saat 

inkübasyon için 31,25 μM ve üzeri dozlarında doz bağımlı anlamlı olarak azaltmıştır. 

Çalışmamız timokinonun HeLa hücresinde etoposidin sitotoksik etkisini 

arttırabileceğini göstermiştir; bu durum timokinonun etoposidin antikanser etkisini 

arttırabileceğini düşündürmektedir.  

HeLa hücresinde 50 μM etoposidin 48.saatte hücre canlılığı %81,6 ve 72.saat 

inkübasyonda %37,5 olarak bulunmuştur. Yapılan incelemede apoptotik oluşumlar 

gösterilmiştir (126). 

Xiao ve ark. (2014) BGC-823, HeLa ve A549 tümör hücre hatlarına karşı 

etoposidin 48.saatte IC50 değerlerini sırasıyla 43,74 ± 5,13 μM, 209,90 ± 13,42 μM 

ve 139,54 ± 7,05 μM olarak bildirmişlerdir (127). 
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Khader ve ark. (2009) Fischer sıçanlarından izole edilen hepatositler üzerinde 

yaptığı bir çalışmada 1 µM konsantrasyonda timokinonun çok hızlı (dakikalar içinde) 

sitotoksik etki gösterdiği bildirilmiştir. 100 µM konsantrasyonda timokinonun saatler 

içinde hücre ölümüne yol açtığı tespit edilmiştir. 48 saat içinde 50 µM ve 22 µM 

konsantrasyonlarda akut sitotoksisiye neden olduğu ve ayrıca 10 µM ve 20 µM 

konsantrasyonlarda timokinonun kontrole kıyasla nekroz düzeyinde artışı tetiklediği 

gösterilmiştir (82). 

Timokinonun farklı hücre hatları üzerine pek çok sitotoksisite çalışması 

bulunmaktadır. Yapılan birçok çalışma timokinonun kanser hücrelerine seçici 

sitotoksik etkiye sahip olabileceğini göstermektedir. Ancak incelenen çalışmalarda, 

uygulanan yöntemlerin farklı olmasına bağlı olarak timokinonun sitotoksik 

profillerinin de farklı olabildiği görülmektedir. Farklı glioblastoma hücre hatlarında 

MTT yöntemi kullanılarak yapılan bir çalışmada, timokinonun 24 saatlik 

inkübasyonunda IC50 değerleri T98G, U87MG ve Gli36EGFR için sırasıyla 2,4 μM, 

10,3 μM ve 8,3 μM olarak tespit edilmiştir. Timokinonun lizozomlardan enzim 

salınımına yol açtığı, sitotoksik etkisinin p53’ten bağımsız olduğu ve kaspaz bağımlı 

olarak apoptotik hücre ölümüne neden olduğu bildirilmiştir (57). 

Almajali ve ark. (2021) HL60 lösemi hücreleri üzerinde timokinonun 

sitotoksisitesini incelemek için hücreleri, 1-6 μM doz aralığında timokinon ile 24, 48 

ve 72 saat süreyle inkübe etmişlerdir. HL60 lösemi hücreleri üzerindeki timokinonun 

IC50'si 24 ve 48 saat sonra 2 uM iken 72 saat sonra sadece 1 uM olarak belirlenmiştir. 

MTT'nin sonuçları, timokinonun doza ve zamana bağlı bir şekilde hücre canlılığını 

anlamlı azalttığı sonucuna varılmıştır (128). 

Bir diğer in vitro çalışmada tümör hücreleri olarak meme kanseri hücre dizisi 

(MCF-7) ve insan embriyonik böbrek hücresi dizisi (HEK293) 24, 48 ve 72 saatlik 

periyotlar boyunca farklı timokinon konsantrasyonlarına (15 uM, 25 uM ve 35 uM) 

maruz bırakılmıştır. MTT yöntemi ile hücre canlılığı üzerine etkileri incelemişleridir. 

Timokinonun IC50 değeri 48 saatte 25 μM olarak belirlenmiştir, bu da timokinonun 

bu dozda MCF-7 meme kanseri hücrelerinin çoğalmasına karşı güçlü bir etkiye sahip 

olduğunu göstermiştir. Bu çalışmada ayrıca timokinonun apoptoz ilişkili genlerden 

BAD, Bax genlerinin ekspresyonunu arttırdığı ve p53 gen ifadesini azalttığı da 
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gösterilmiştir (129). 

Yapılan bir diğer çalışmada ise timokinonun miyeloblastik lösemi (HL-60) 

hücrelerinde IC50 değerinini yaklaşık 19,5 μM olduğu bildirilmiştir (130).  

Prostat kanseri C4-2B ve PC-3 hücrelerinde yapılan bir çalışmada, 

timokinonun IC50 değerleri sırasıyla yaklaşık 50 μM ve 80 μM olarak bildirilmiştir. 

Timokinonun sitotoksik etkisinde timokinon yapısında bulunan kinona bağlı olarak 

reaktif oksijen radikal oluşumunun sorumlu olabileceği ileri sürülmüştür (131). 

Timokinonun akciğer (LNM35), karaciğer (HepG2), kolon (HT29), melanom 

(MDA-MB-435) ve meme (MDA-MB-231 ve MCF-7) hücrelerinin 24 saat boyunca 

artan konsantrasyonlarına (1-100 μm) maruz kalması sonucu konsantrasyona bağlı bir 

şekilde hücresel canlılığını azalttığı ve 24 saatte IC50 konsantrasyonları HepG2 için 

34 μM ve diğer hücreler için de 50 ila 78 μM arasında olduğu rapor edilmiştir. 

Çalışmada yüksek dozlarında timokinonun DNA hasarına yol açarak ve 

mitokondiriyal-proapototik sinyal yolaklarını aktive ederek toksik etki gösterdiği 

rapor edilmiştir. Timokinonun ayrıca DNA-hasarına neden olan sisplatin gibi 

antikanser ilaçların hücre canlılığını azaltmada sinerjistik etki gösterebileceği de 

bildirilmiştir (132). 

İnsan serviks skuamöz karsinom (SiHa) hücresinde timokinonun hücre 

canlılığı üzerine etkisinin incelendiği bir in vitro çalışmada timokinonun 72 saat 

inkübasyon sonrası MTT deneyi ve tripan mavi boyası testiyle belirlenen IC50 

değerleri sırasıyla 64 μM ve 55.9 μM olarak belirlenmiştir. Timokinonun SiHa hücre 

canlılığını Bcl-2 protein ifadesini düşürerek apopitoz aracılığıyla azalttığı bildirilmiştir 

(133). 

HeLa ve HepG2 hücrelerinde timokinonun sitotoksik özellikleri, hücre 

yoğunluğunun ölçülmesine esası dayanan sulforhodamine B yöntemi ile incelenmiştir. 

Timokinonun HeLa ve HepG2 için 24 saatlik maruziyetinde IC50 değerleri sırasıyla 

44,8 μM ve 35,1 μM olarak bulunmuştur (134). 

Sakalar ve ark. (2013) timokinonun 48 saatlik inkübasyonunda IC50 değerini 

HeLa hücrelerinde 12,5 μM olarak bildirmiştir (135).  

HeLa hücresinin de bulunduğu farklı hücre hatlarında (HeLa, SiHa 3T3, Vero 
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hücreleri) timokinonun 3-200 μM doz aralığında 24, 48 ve 72 saatlik maruziyetinde 

hücre canlılığı üzerine etkilerinin incelendiği bir diğer çalışmada timokinonun IC50 

değerleri HeLa, SiHa 3T3, Vero hücreleri için sırasıyla 24 saatlik maruziyetinde 119,2 

μM, 87,8 μM, 70,6 μM ve 21,8 μM, 48 saatlik maruziyetinde 72,1 μM, 52,3 μM, 69,3 

μM ve 17,7 μM, 72 saatlik maruziyetinde 29,6 μM, 23,4 μM, 61,7 μM ve 17,4 μM 

olarak belirlenmiştir. Bu çalışmada timokinonun sitotoksik etkilerinin kanser 

hücrelerinde doz ve zaman-bağımlı olduğu sonucuna varılmıştır (124). 

Literatür incelemelerinde serviks kanserinde timokinonun etopozidle kombine 

edildiği in vitro çalışmaya rastlanmamıştır. İnsan kolon kanseri hücre dizilerinde hücre 

canlılığı ve apoptotik yolaklarda timokinonun topoizomeraz I enzim inhibitörü 

kemoterapötik ilaç topotekanın etkinliği üzerindeki proapoptotik ve antiproliferatif 

etkilerini incelemek üzerine yapılan bir in vitro çalışmada timokinonun topotekan ile 

potansiyel sinerjik etkisi gösterilmiştir. Çalışmada en iyi kombinasyonu (40 µM 

timokinon ve 0.6 µM topotekan) belirledikten sonra, timokinonun p53- ve 

Bax/Bcl2'den bağımsız mekanizmalar yoluyla proliferasyonu inhibe ederek ve 

toksisiteyi azaltarak topotekanın etkinliğini arttırdığı bildirilmiştir (136). 

Timokimonun insan meme adenokarsinomu (MCF-7) ve duktal karsinom 

(T47D) hücrelerine karşı gemsitabinin kemomodülatör potansiyelinin incelendiği bir 

diğer in vitro çalışmada timokinon MCF-7 ve T47D hücrelerinde sırasıyla 64,9±14 

µM ve 165±2 µM IC50 ile sitotoksik etkiler göstermiştir. MCF-7 ve T47D 

hücrelerinde gemsitabinin IC50'leri 0,9±0,18 µM ve 14,3±2,8 µM iiken timokinon ile 

kombinasyondan sonra sırasıyla 0,058±12 µM ve 2,3±0,2 µM'ye önemli ölçüde 

azalmıştır. Sonuçlar sinerjik etkiyi göstermiştir. Bu çalışmaya göre timokinonun, 

tümörle ilişkili dirençli kök hücre oluşumunu azaltmanın yanı sıra apoptoz, nekroz ve 

otofajiyi indükleyerek meme kanseri hücrelerine karşı gemsitabine umut verici 

kemomodülatör etkiler gösterdiği sonucuna varılmıştır (137). 

Timokinon bilinen topoizomeraz II zehirlerine yapısal benzerliklere sahip 

olduğundan, bileşiğin insan topoizomeraz IIa aktivitesi üzerindeki etkileri 

incelenmiştir. çalışmada timokinonun, çörek otu özü ve çörek otu yağının hepsinin 

enzim aracılı DNA bölünme düzeylerini arttırdığı gösterilmiştir. Timokinon da bir 

topoizomeraz II inhibitörü olabileceği bildirilmiştir (138). 



62 
 
 

Çalışmayı kısıtlayan bazı durumlar söz konusudur.  Timokinonun ve 

etoposidin etki profilini görebilmek için geniş doz aralığı çalışılmıştır. Timokinonun 

sitotoksik olmayan dozları etoposidin sitotoksik dozu ile kombine edilmiştir. 

Sonuçlara göre HeLa hücrelerinde timokinonun tek başına toksik olmadığı dozlarında 

etopozidin sitotoksik etkisini arttırabileceği görülmektedir. Timokinon bu etkisini 

düşük dozlarından ziyade nisbeten daha yüksek (31,25 µM ve üzerinde) ve sitotoksik 

olmayan dozlarında gerçekleştirmiştir. Timokinonun biyoyararlanımının düşük 

olduğu ve kan dolaşımındaki yarı ömrünün de çok kısa olduğu düşünüldüğünde 

çalışmalarda timokinonun daha stabil formülasyonlarının çalışılması gerektiği 

düşünülmektedir.  Servikal kanser tedavisinde klinikte sisplatin tercih edilmektedir. 

Tedaviye sisplatinle birlikte farklı kemoterapötik ilaç rejimleri de dahil 

edilebilmektedir. İn vitro çalışmamızda timokinonun etopozidle olan 

kombinasyonlarına sisplatin de dahil edilerek üçlü kombinasyonun etkileri 

çalışabilirdi. Çalışmada HeLa hücrelerinde timokinonun etopozidin sitotoksisitesi 

üzerine etkinliği ile beraber daha ileri teknikler yardımı ile apoptoz, hücre döngü 

kontrol noktaları, antioksidan savunma sistemi gibi farklı olası hücresel yollar da 

incelenebilirdi. Çalışma sonuçları ön araştırma niteliği taşımasına rağmen 

timokinonun kanser tedavisinde kullanılan etopozidin terapötik etkinliğini 

güçlendirmedeki tamamlayıcı rolünü göstermesi açısından ilgili konuya yönelik 

literatüre yeni veri kazandırmıştır ve umut verici bulguları ortaya koymaktadır.  

Çalışma yapılacak olan ileri araştırılmalara öncü olabilir.  
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6. SONUÇ ve ÖNERİLER 

 

Serviks kanseri erken teşhisle önlenebilse de kadınlarda önemli ölüm nedenleri 

arasında yer almaktadır.  Serviks kanseri tedavi seçenekleri arasında cerrahi, 

radyoterapi, kemoterapi yer alır. Kemoterapide radyasyon ve sisplatin bazlı 

kemoterapi tercih edilmektedir. Bir topoizomeraz-II inhibitörü olan etoposid, akciğer 

kanseri, testis kanseri, akut miyelojenöz lösemi ve akut miyelomonositik lösemi, 

Hodgkin Lenfoması ve yüksek dereceli Hodgkin dışı lenfomalarda ve serviks kanserin 

tedavisinde etkili bir kemoterapötik ajandır.  

Serviks kanseri tedavisinde tedavi etkinliğinin arttırılması ve toksisitenin 

düşürülmesi amacıyla çoklu ilaç rejimleri tercih edilmektedir. Tedavide toksik 

etkilerden ve gereksiz maliyetlerden kaçınmak veya en aza indirmek oldukça 

önemlidir. Tekrarlayan rahim ağzı kanseri olan hastalarda sisplatin ile kombinasyon 

halinde oral etoposidin kombine edilmesinin tedavi etkinliğinin arttırabileceğini 

bidirilmişitir (10). 

Serviks kanserlerini tedavi etmek üzere yan etkilere sahip olma olasılıkları 

daha düşük olduğu için, özellikle bitkisel özler olmak üzere, doğal ürünlerin 

kullanımına yönelik araştırmalar giderek artmaktadır.  Bir dizi in vitro çalışma, rahim 

ağzı kanseri hücrelerinde hücre ölümü veya apoptozu indüklemede doğal bileşiklerin 

potansiyel etki mekanizmalarını göstermiştir. Nigella sativa bitkisinin aktif bir bileşeni 

olan timokinonun kanser tedavisinde umut vaat edici olabileceği öne sürülmektedir. 

Timokinon DNA-hasarına neden olan sisplatin gibi antikanser ilaçların hücre 

canlılığını azaltmada sinerjistik etki gösterebilmektedir (27, 1, 28). 

Serviks kanserinde timokinonun etoposid ile birlikte kullanımında tedavi 

üzerindeki etkinliğine dair çalışmalar oldukça yetersizdir. Çalışmamızda timokinon ve 

etoposid kombinasyonunun serviks kanseri hücre hattı olan HeLa hücre canlılığı 

üzerine etkilerinin değerlendirilmesi amaçlanmış ve etoposidin antikanser etkisini 

timokinonun nasıl etkileyeceğine açıklık getirmesi hedeflenmiştir.  

Çalışmamızda HeLa hücrelerinde timokinon uygulamasının 24 saatlik 

inkübasyon için 250 μM ve üzerindeki konsantrasyonlarında ve 48 saat inkübasyon 

için 125 μM ve üzerindeki konsantrasyonlarında doz bağımlı olarak hücre canlılığını 
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anlamlı azalttığı bulunmuştur. HeLa hücrelerinde timokinona ait IC50 değerleri 24 ve 

48 saatlik inkübasyonları için sırasıyla 233,6 μM ve 145,5 μM ve etoposide ait IC50 

değerleri 24 ve 48 saatlik maruziyette sırasıyla 167,3 μM ve 52,7 μM bulunmuştur. 

Sonuçlar timokinon ve etoposidin HeLa hücrelerine hücre canlılığını azaltıcı etkisinin 

hem doz hem de zaman bağımlı olduğunu göstermektedir. Timokinon etoposidin 

yaklaşık IC50 değerini 24 saatlik inkübasyon için 15,63 μM ve üzeri dozlarında ve 48 

saat inkübasyon için 31,25 μM ve üzeri dozlarında doz bağımlı anlamlı olarak 

azaltmıştır.  

Günümüzde tedavi yaklaşımlarında kemoterapötik ilaçlar ile birlikte çeşitli 

bitkisel kaynaklı özellikle fenolik bileşikler kullanılarak antikanser etkinin arttırılması, 

sitotoksisitenin azaltılması araştırılmaktadır. Bu çalışmada timokinonun antikanser 

ilaç etoposide ile birlikte kullanımında HeLa kanser hücresi üzerindeki etkileri MTT 

yöntemi ile araştırılmıştır. Çalışmamızda timokinonun tek başına sitotoksik olmadığı 

dozlarında bile etoposid sitotoksisitesini arttırabildiği sonucuna ulaşılmıştır. Bu etki 

timokinonun etopsidin antikanser etkinliğini arttırabileceğini düşündürmektedir. 

Çalışma sonuçlarımız önceki bazı çalışma sonuçları ile tutarlı iken bazı 

çalışmalar ile tutarlı olmadığı da görülmektedir. Sonuçların kullanılan sitotoksisite 

yöntemine, uygulama zamanına ve seçilen hücre ve özelliklerinin farklı olmasına bağlı 

değişebileceği düşünülmektedir. Timokinonun çeşitli insan kanserlerinin tedavisinde 

yan etkilerin azaltılması, tedavi etkinliğinin arttırılması ve tedavi maliyetlerin 

azaltılması açısından önemi rol oynayabileceği düşünülmekle birlikte mevcut verilerin 

daha fazla klinik çalışma ile desteklenmesi gerektiği görülmektedir. Ayrıca 

timokinonun moleküler yapısı nedeniyle stabilitesinin düşük olması bu molekülün 

dayanıklı formülasyonlarının geliştirilmesini gerektirdiği de unutulmamalıdır. Daha 

ileri çalışmalarla bu konunun aydınlatılması önerilmektedir.  
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