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YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstitii tarafindan onaylanan lisaniistli tezimin/raporumun tamamint veya herhangi
bir kismini, basili (kagit) ve elektronik formatta arsivleme ve asagida verilen
kosullarla kullanima agma iznini Hacettepe Universitesine verdigimi bildiririm. Bu
izinle Universiteye verilen kullanim haklar1 disindaki tiim fikri miilkiyet haklarim
bende kalacak, tezimin tamaminin ya da bir bdliimuiiniin gelecekteki calismalarda
(makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklar1 bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal ¢alismam oldugunu, baskalarinin haklarini ihlal etmedigimi ve
tezimin tek yetkili sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif
hakki bulunan ve sahiplerinden yazili izin alinarak kullanilmasi zorunlu metinlerin
yazili izin almarak kullandigimi ve istenildiginde suretlerini Universiteye teslim
etmeyi taahh(t ederim.

\ Tezimin/Raporumun tamami diinya ¢apinda erigime acilabilir ve bir kismi
veya tamaminin fotokopisi alinabilir.

(Bu segenekle teziniz arama motorlarinda indekslenebilecek, daha sonra tezinizin
erisim stattistintin degistirilmesini talep etseniz ve kitliphane bu talebinizi yerine
getirse bile, teziniz arama motorlarimin  Onbelleklerinde kalmaya devam
edebilecektir)

0 Tezimin/Raporumun ................. tarihine kadar erisime agilmasini ve fotokopi
alinmasini (I¢ Kapak, Ozet, Icindekiler ve Kaynakca harig) istemiyorum.

(Bu surenin sonunda wuzatma icin basvuruda bulunmadigim takdirde,
tezimin/raporumun tamami her yerden erisime acilabilir, kaynak gosterilmek sartiyla
bir kism1 veya tamaminin fotokopisi alinabilir)

0 Tezimin/Raporumun  ................. tarihine  kadar erisime acilmasini
istemiyorum ancak kaynak godésterilmek sartiyla bir kismi veya tamaminin
fotokopisinin alinmasini onayliyorum.

0 Serbest Secgenek/Yazarin Secimi
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sundugumu, kullandigim verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimi, yararlandigim
kaynaklara bilimsel normlara uygun olarak atifta bulundugumu, tezimin kaynak
gosterilen durumlar disinda 6zgun oldugunu, Dog¢. Dr. Sevtap AYDIN
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TESEKKUR

Toksikoloji alanindaki akademik c¢aligmamda bana yol gosterici ve 151k olan, her
konuda destegi ile mesafeleri yakinlastiran, beni yonlendiren danisman hocam Dog.
Dr. Sevtap AYDIN’a hayatim boyunca bana eslik edecek katki ve emekleri igin

sonsuz tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans egitimimdeki ¢ok degerli katkilari icgin, Farmasotik Toksikoloji
Anabilim Dali’ndaki her bir hocama ve donem arkadaslarima tesekkiirlerimi

sunarim.

Her adimimda bana gii¢ olan ve hayatimi kolaylagtiran Annem, Fekiye YILMAZ ve
Babam, Seyfettin YILMAZ basta olmak tizere aileme ve arkadaslarima tesekkiir

ederim.
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OZET

Yilmaz, S. Serviks Kanser Hicre Hattinda Timokinonun Sisplatin
Sitotoksisitesine Etkilerinin incelenmesi. Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisii Farmasotik Toksikoloji Programm Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2018.
Timokinon Turkiye’de ¢orek otu olarak bilinen Nigella sativa L. tohumlarinin ugucu
yagindan elde edilen monoterpen bir molekiil ve biyoaktif bir bilesiktir. Yiizyillardir
gida olarak tiiketilmekle beraber, timokinonun baslica antioksidan o&zelligi ve
Ozellikle glutatyon mekanizmasi iizerindeki etkisi sayesinde antikanser etkisinden,
antialerjik etkisine kadar ¢ok genis bir koruyucu yelpazesine sahip oldugu iddia
edilmektedir. Platin bazli bir antikanser ajani1 olan sisplatin; over, serviks, testis,
prostat, mesane, akciger kanserleri gibi solid tiimérlerin tedavisinde uzun yillardir
kullanilmaktadir ve mekanizmasi iyi bilinmektedir. Kemoterapide kullanilan ilaglarin
yan etkilerini azaltmak ve viicut i¢i etkilerini arttirmak amaciyla kombine olarak
bitki ekstraktlarinin kullanimi arastirilmaktaktadir. Bu tez ¢alismasinda onemli
biyolojik etkileri oldugu bilinen ve son yapilan caligmalarda 6nemi gittik¢e artan
timokinonun antikanser ilag olan sisplatinle birlikte kombine kullaniminin serviks
kanser hicreleri (HelLa) Uzerindeki sitotoksik etkileri MTT yontemi ile
aragtirtlmistir.  Sisplatin ve timokinonun farkli zamanlarda sitotoksisite profili
belirlendikten sonra genis doz ranjinda timokinonun sisplatinin ICsy degeri iizerine
etkileri incelendi. Hela hiicrelerinde 24 ve 48 saatlik inkiibasyonlarinda
timokinonun ICsy degeri sirastyla 143,7 uM ve 67,5 uM olarak ve sisplatinin ICsg
degeri sirasiyla 20,3 uM ve 12,9 puM olarak belirlendi. HelLa hicrelerinde
timokinonun 24 saatlik inkiibasyonlarinda 7,8-250 uM doz aralifinda ve 48 saatlik
inkiibasyonlarinda 15,6-250 uM doz araliginda sisplatinin 1Csy degerini doz bagiml
istatistiksel anlamli azalttifi gosterilmistir. Sonu¢ olarak, bulgularimiz HeLla
hiicrelerinde timokinonun sisplatin sitotoksisitesini arttirabilecegini gostermektedir
ve dolayisiyla timokinonun sisplatinin  antikanser etkisini  arttirabilecegi
diistiniilmektedir; ancak bu etkilerin dogrulanmasi ve antikanser ilacglar ile

etkilesmelerini belirlemek {izere daha ileri in vitro ve in vivo ¢alismalar gereklidir.

Anahtar Kelimeler: Timokinon, sisplatin, sitotoksisite, HeLa, in vitro testler
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ABSTRACT

Yilmaz, S. Investigation of the Effects of Thymoquinone on Cisplatin
Cytotoxicity in Cervical Cancer Cell Lines. Hacettepe University Health
Sciences Institute Master Thesis in Pharmaceutical Toxicology, Ankara, 2018.
Thymoquinone, derived from the volatile oil of Nigella sativa L. seed known as
black seed “¢Orek otu” in Turkey, is a monoterpene molecule and a bioactive
compound. Along with being consumed as food for centuries, thymoquinone has
been suggested to have a wide range of protection from anticancer effect to
antiallergic effect due to mainly its antioxidant properties and especially its effect on
glutathione mechanism. Cisplatin, a platinum-based anticancer agent, as been over,
has been used for many years in the therapy of the solid tumours such as cervix,
testis, prostate, bladder, lung cancers, and its mechanism is well known. The use of
plant extracts in combination with chemotherapeutic drugs has been investigated in
order to reduce the side effects of the drugs used in the chemotherapy and to increase
their effects on the body. In this thesis study, the cytotoxic effects of the use of
thymoquinone, which is known to be significant biological effects and of which the
importance has been increasingly in recent studies, were investigated in combination
with anticancer drug cisplatin in the cervical cancer cells (HeLa) using MTT method.
After determination of the cytotoxicity profiles of cisplatin and thymoquinone at
different times, the effects of thymoquinone in a wide dose range on the ICs, values
of cisplatin were investigated. In HelLa cells, for 24 h and 48 h incubations, 1Csg
values of thymoquinone were found to be 143.7 uM and 67.5 uM, respectively and
ICso values of cisplatin were found to be 20.3 uM and 12.9 uM, respectively.
Thymogquinone at the concentration range of 7.8-250 uM for 24 h incubation and
15.6-250 uM for 48 h incubation, has been shown to statistically significant decrease
the ICso values cisplatin in a dose-dependent in HeLa cells. In conclusion, our
findings indicate that thymoquinone may increased the cytotoxicity of cisplatin in
HeLa cells, and therefore thymoquinone may increase the anticancer effect of
cisplatin; however to confirm these effects and to determine its interactions with

anticancer drugs, the advanced in vitro and in vivo studies are needed.

Key Words: Thymoquinone, cisplatin, cytotoxicity, HeLa cells, in vitro assays
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1. GIRIS

Kanser 20. yiizyillin en korkulan hastaliklarindan biri olmakla beraber 21.
yizyilda da devamli ve artan bir yayilim gostermektedir. Diinyadaki 6lUm
nedenlerinin basinda yer almakla beraber meme ve serviks kanseri, kadinlarda en sik
goriilen iki kanser tipi olarak tanimlanmistir. Son elli yilda kansere agilan savas,
kansere kars1 yeni tedavi segeneklerinin ortaya ¢ikmasinda 6nemli bir gelismeye yol
acmistir. Ancak kemoterapotik ajanlar gibi birgok tedavi segeneginin ortaya
cikmasima ragmen bazi kanser tiplerinin tedavisinde etkili oldugu bulunan akilh
ilaglar gibi seceneklerin ¢ok da fazla degismedigi goriilmiistiir. Kanserin uzun siireli
tedavisinde farmakolojik tedaviler ve kemoterapinin yuksek maliyeti ve potansiyel
toksisitesinden dolay1 arastirmalar yoniinii, dogal olarak bulunan, yiiksek etkiye
sahip ve farmasotik bilesenlere oranla daha diisiik yan etki riskine sahip farmasotik
olmayan Urlnlere cevirmistir. Yapilan deneysel arastirmalar, dogal bilesenlerin ve
bitki ekstrelerinin, ¢esitli biyoanaliz ve hayvan modellerinde antikanser potansiyele
sahip oldugunu gostermistir. Hatta diinyanin ¢esitli yerlerinde baharat gibi besin
maddesi olarak tuketilen drlnlerin tatlandirici, renklendirici veya Kkoruyucu
ozellikleri disinda kanser dahil bir ¢ok hastalifin korunmasinda ve iyilestirilmesinde

kullanildig belirtilmektedir (1-8).

Nigella sativa L., Ranunculacea (Diigiingigegigiller) ailesinden yillik bir bitki
olup iilkemizde Afyon, Burdur, Isparta’da yetisir ve siyah tohumu “¢Orek otu” olarak
bilinir. Dinyada genellikle Akdeniz, Pakistan, Hindistan iilkelerinde yetisen ve
ozellikle Dogu Akdeniz iilkeleri gibi diinyanin bir¢ok tilkesinde kiiltiiri yapilan bir
bitkidir. Corek otunun cay, kahve, ekmek gibi besinlere ilave edilerek besinsel olmak
tizere, farmasotik alanda da kullanimi bulunmaktadir. Corek otu yagi her ne kadar
Arap ve Akdeniz llkelerine 6zgu olsa da binlerce yil Akdeniz, Hindistan, Asya, Orta
ve Uzak Dogu tilkelerinde baharat, gida koruyucusu veya giinliik dogal koruyucu ve
tedavi edici bir secenek olarak geleneksel kullanimi bulunmaktadir. Yapilan
caligmalarda ¢orek otu tohumunun %36-38’in karigik yaglardan olustugu ve ugucu
yag kisminin ana igeriginin timokinon, ditimokinon, timohidrokinon ve timol oldugu
saptanmistir. Corek otu ugucu yagin major biyoaktif bileseni timokinon olup

aktivitesi antioksidan oOzelligine baglidir. Yapilan calismalarda timokinonun ¢ok



genis bir koruyucu ve/veya tedavi edici Ozellige sahip oldugu bildirilmektedir.
Kanser basta olmak {izere bdbrek, immiin sistem, gastrointestinal sistem,
kardiyovaskdler sistem Uzerinde koruyucu ve tedavi edici etkisinin yani sira

antimikrobiyal ve antiinflamatuvar etkilerinin de bulundugu gosterilmistir (9-19).

Sisplatin, alkilleyici ajanlar sinifindan iyi bilinen bir antineoplastik ila¢ olarak
karsinomlar, germ hicre timorleri ve lenfomlar ve sarkomalarda kullaniimaktadir.
Ozelikle over, meme, beyin, testis, bas-boyun solid tiimérlerinde; yumusak doku,
kemik, kas ve kan damarlar1 sarkomalarinda siklikla tercih edilmektedir. Sisplatin tek
basina kullanilabildigi gibi tedavi sirasindaki etkisini arttirmak, o6zellikle bobrekte
kendini gosteren sitotoksisite ve sisplatine karsi rezistansi en aza indirmek i¢in diger

ilaglar veya takviyelerle birlikte kullanilabilmektedir (20-22).

Yapilan caligmalarda gosterildigi iizere ylizyillardir geleneksel tedavide
kullanilan timokinonun sisplatin ile birlikte kullanimina bagli olusan etkiye iliskin
yeterli ¢alisma bulunmamaktadir. Bu tez c¢alismasinda timokinonun insan serviks
kanser (HelLa) hucre hattinda sisplatinin sitotoksisitesi tizerindeki etkileri metil
tiyazol tetrazolyum (MTT) yontemi ile arastirilmistir. Tez calismamizda belirli
konsantrasyonlarda timokinonun ve sisplatinin farkli inkiibasyon zamanlarinda HeLa
hiicre caliligi tlizerine etkileri incelendikten sonra timokinonun ve sisplatinin bir
arada  uygulanmasini  takiben  sisplatin  sitotoksisitesi  Uzerine  etkisi
degerlendirilmistir. Calisma sonunda, hizli bir yayilim gosteren kanserin tedavisinde
timokinon ile sisplatin kombinasyonun kullanimi hakkinda bir goériis olusmasi

beklenmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Timokinon

2.1.1. Corek Otu Tohumu ve Geleneksel Kullanimi

“Corek otu” olarak bilinen Nigella sativa L. Ranunculacea
(diigiingigegigiller) familyasinda yer alir, Giliney Bati Asya, Avrupa, Kuzey
Afrika’da yetigir ve Ulkemizde ¢ogunlukla Afyon, Isparta, Burdur ve Konya
yorelerinde yetistirilir (23).

Corek otu bitkisi dogrusal mizrak seklinde yapraklara sahiptir, 5-10 petalli ve
genellikle sari, beyaz, pembe, soluk mavi ve mor renkli hassas cicekleri
bulunmaktadir (Sekil 2.1.). Birlesmis folikiilden olusan kapsiil seklindeki bitki
meyveleri genistir. Kapsiil sayist genelde 3-7 adettir ve her bir kapsiil yassi, oblong,
angular ve huni bicimli, 0.2 cm boyundaki ve 0.1 cm genisligindeki bir¢ok siyah
tohum icerir (24, 25).

Sekil 2.1. Nigella sativa bitkisi ve tohumu.

Tohumlar1 baharat olarak ve geleneksel tipta farkli formlarda birgok
hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir (26). Geleneksel tedavide astim, Oksiiriik,
bronsit, inflamatuvar hastaliklar, ates, agri, bag donmesi, bobrek ve karaciger islev
bozukluklari, sinir sistemi hastaliklari, diyabet, egzema, mide-barsak sistemi

problemleri, hipertansiyon, kanser dahil bircok hastaligin tedavisinde kullanilabildigi



belirtilmektedir (27). Kanser hastalarinda kemoterapiyle birlikte tamamlayici ve
alternatif tipta kullanilabilecegi bildirilmektedir (26).

Corek otu tohumunun besin degeri yliksektir. Corek otu tohumunun yapisinda
basglica doymus/doymamis sabit yaglar (%31-35,5), ugucu yaglar (%0,4-0,45),
karbonhidratlar (%33-34), proteinler (%16-19,9), amino asitler, alkoloidler, tanenler,
saponinler, lifler, mineraller (kalsiyum, ¢inko, fosfat), vitaminler (askorbik asit,
tiamin, niasin, pridoksin ve folik asit) bulunmaktadir (Tablo 2.1.) (28).

Tablo 2.1. Nigella sativa L. tohumunun genel igerigi (28).

Icerik % (a/a)
Yag 31-355
Protein 16-19,9
Karbonhidrat 33-34
Lif 4,5-6,5
Saponin 0,013
Nem o7

Kl 3,7-7

Doymamis yag asitleri (~% 85); linolenik (omega-6) asit, oleik asit, linoleik
asit, aragidonik asit, palmitoleik asit ve eikozadienoik asittir. Doymus yag asitleri
(~%18); palmitik asit, stearik asit ve miristik asittir (28).

Corek otu tohumu ugucu yaglarindan ¢esitli farmakolojik aktif kimyasal
bilesenleri baglica timokinon, ditimokinon, timohidrokinon ve timoldiir, ayrica p-
simen, d-limonen, a ve B-pinen, trans-anetol, karvakrol ve nigellon de icerir (Tablo
2.2.) (24, 26, 29).



Tablo 2.2. Nigella sativa L. tohumu ugucu yaginin kimyasal bilesenleri (30).

Ucucu sekonder metabolit % Alan Ugucu sekonder % Alan
metabolit
a-Tuyen 5,09 Longifolen 3,24
a- Pinen 1,00 Timohidrokinon 2,40
Sabinen 0,44 Nonil allil okzalat 0,24
B-Pinen 1,31 Sulforuz asit, 2-etilhekzil 0,32
Terpinolen 0,56 izohekzil ester
p-Simen 27.80 1. 2,3-epoksi-gerianial 0,45
a-Terpinen 5,23 2-metil hekzanoik asit 0,16
cis-4-Metoksituyan 0,44 4-Tridesen 0,92
trans-4-Metoksituyan 3,62 Sitronellil n-btirat 0,88
2E,4Z-Dekadienal 0,14 cis-11,14-Eikosaienoik (g1
Terpinen-4-ol 0,21 sit metil ester
(+)-Dihidrokarvon 0,58 9-Undekenal, 2,10- 11,54
. : dimetil
Timokinon 28,70 ]
Karvakrol 544 2,6,11,15-Tetrametil- 0,47
’ hekzadeka-2,8,8,10,14-
Asetamid, N-(2-hidroksi-3- 0,22 pentaen
pentenil)-

2,4-Oktadienal, (E,E), 0,15
Longipinen 0,61

Corek otu tohumu gidalarda yiyecek, koruyucu ve baharat olarak
kullanilmakla beraber, geleneksel olarak uzun yillar ¢érek otu tohumu ve yagi cesitli
hastaliklarin tedavisinde diinyanin her yerinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Corek otunun aktif bilesenlerinin kanser dahil birgok hastaliga iyi geldigi
bildirilmistir. Antiinflamatuvar, antialerjik, antihistaminik, antimikrobiyal, diuretik
gibi gesitli etkilere sahip oldugu bildirilmektedir (24, 29, 31). Corek otu tohumunun
halk arasinda kardiyovaskiiler, sindirim, bagisiklik, karaciger, bobrek ve solunum
sistemi problemlerini diizeltebilecegi ve geleneksel tibbi kullaniminda faydali
olabilecegi diisiintilmektedir (26, 27). Ayirca ¢orek otu tohumundan yapilan tentiiriin
ishal, dismenore, hazimsizlik, istah kaybi, amenore ve kurt ve deri dokintisinin
tedavisinde kullanildigi, kusmanin 6nlenmesinde ¢orek otu tohumlarin kavrularak

dahilen verildigi ve yaginin ise haricen antiseptik olarak kullanildig: kayitlidir (31).



2.1.2. Timokinonun Fizikokimyasal Ozellikleri

Timokinon ilk olarak Nigella sativa L.’den 1963 yilinda El-Dakhakhany
tarafidan ekstre edilen bir monoterpen bir bilesiktir (32). Molekil formili C1oH;,0;
ve molar agirlig1 164,20 g/mol olan timokinon (2-izopropil-5-metilbenzo-1, 4-kinon),
tohumun ugucu yaginin en biyoaktif major bilesenidir. Enol, keto ve karisik
formlardan olusur. Hidrofobik 6zelligi, biyoyararlanimini ve ilag formiilasyonlarinda
kullanimin kisitlamaktadir (32). Kimyasal analizlerde ¢orek otu tohumu ugucu yagin

%27.8’e kadar ulasabilen oranlarda timokinon igerebildigi gosterilmistir (Sekil 2.2.)
(33).

O

Sekil 2.2. Corek otu tohumu ve timokinonun kimyasal yapisi (1, 34).

Timokinonun 0,1 N hidroklorir, su ve PBS (pH 5; 7,4 ve 9,0’da)
cozeltilerinde ¢oziiniirliigiiniin ayn1 oldugu goriilmistiir. HPLC kullanilarak yapilan
analizlerde timokinonun diisiik pH’da daha stabil oldugu ve pH artisina bagl olarak
stabilitenin azaldig1 belirlenmistir. Isik ile ilgili olarak, kisa siireli maruziyette bile
timokinonun yiiksek hassasiyet gosterdigi belirtilmistir. Timokinonun fotoliz kinetigi
etanol kullanilarak calisilmistir ve c¢aligmalar timokinonun %70’inden fazla bir

oranda hizlica bozuldugunu gostermistir (35).
2.1.3. Timokinonun Farmakokinetik Ozellikleri
Timokinonun oral, intraperitoneal (i.p.), subkutan (36) ve intravendz (i.v.)

(37) uygulamalar1 bulunmaktadir.

Alkharfy ve ark. (38)’nin 2.5-3 kg agirhigindaki saglikli 10 Vole erkek



tavsaninda yaptig1 ¢aligmada 5 mg/kg i.v. ve 20 mg/kg oral hedef doza kadar,
timokinonun tiim hayvanlar tarafindan tolere edildigi gosterilmistir. intravendz
uygulama sonrasindaki ortalama plazma konsantrasyonu-zaman egrisi, oral
uygulama sonrasindakinden yiiksek ¢ikmustir (7,49 + 0.24’¢ kars1 3,48 + 0.12 pg/ml).
Timokinonun oral uygulanmasindan sonra plazma konsantrasyonu 2 saat iginde
maksimum diizeye ulasarak hizla artmistir (38).

Timokinonun agiz yolu ile alinmasini takiben karaciger enzimleri (DT-
diaforaz (kinin rediiktaz) ile metabolize edilerek hidrokinona indirgendigi ve
hidrokinonun konjiige edilip daha sonra merkaptiirik asite doniistiiriilerek idrarla
atildig1 bildirilmektedir (Sekil 2.3.) (27).

OH OH
+e, tH +@, +H"
1,2,3 1,2,3
N A" 1. NADPH CYP rediktaz
0y * 0; L -
o] H 2. NADH CYP - b5 rediiktaz
0; Semikinon Timohidrokinon 3. NADH-ubikinon oksirediiktaz
4 NADPH kinon oksirediiktaz (NQO)
65H Stiperoksit dismutaz
H0, —— Ho.
l Katalaz
H;0
OH
Antioksidan
5G
H
Ghutatyonh timokinon

Sekil 2.3. Timokinonun redoks déngisi (39).

Timokinon proteinlere yiiksek oranda baglanir ve timokinon-protein
baglanmasmin tahmini yiizdesi tavsanlarda %99.19, insanlarda %98.99 olarak
bildirilmistir (38).

Bircok terapotik uygulamalari olmasina karsin yiiksek hidrofobik 6zelligi ve
diisiik ¢oziiniirligiinden dolayr timokinonun ilag formiilasyonlarinin gelistirilmesi
acisindan simirlandirict  etki  yaratmaktadir (40). Timokinonun bu problemi,
nanopartikiilat  enkapsiilasyon  sistemleri ile ¢Oziilmistiir. Timokinonun

biyoyararlanim1 ve aktivitesi arttirilarak, son yillarda yeni analoglar elde edilmistir



(kat1 lipid nanopartikiiller, timokinon-yikli nano-yapil: lipid tasiyicilar, timokinon-

yuklu lipozomlar bu analoglarin bazilaridir) (27, 41, 42).

2.1.4. Timokinonun Molekiiler Etki Mekanizmalari

Timokinonun tiim etki mekanizmalart heniiz tam olarak anlasilmamakla
beraber oldukc¢a karmasiktir. Yapilan ¢alismalarda ortaya koyulan genel molekdler
etki mekanizmalar1; inflamasyon aracilar1 ve oksidatif parametreler, peroksizom
proliferator aktiflenmis reseptorler (PPARSs), apoptoz, transkripsiyon faktorleri
tizerine etkileri seklinde ortaya ¢ikmaktadir.

Corek otu yaginin en zengin bileseni timokinonun antioksidan,
antiinflamatuvar, kemokoruyucu etkileri raporlanmistir. Normal hiicrelere minimum
toksik etki gostererek, kolorektal karsinom, meme adenokarsinom, osterosarkom,
overian karsinom, miyeloblastik 16semi ve pankreatik karsinomanin da dahil oldugu

cesitli timor hiicrelerinn proliferasyonunu baskiladigi gosterilmistir (43-45).

a. Inflamasyon aracilari {izerine etkisi

COX1 ve COX2, prostanoid yapiminda rol alan rol alan sikloosigenaz (COX)
enzim tipidir (46). COX2’nin fazla ekspresyonu akciger, mide, meme ve pankreatik
gibi bircok kanserde gorilen bir durumdur (47). Bu durum prostaglandinin (PG)
anjiyogenezisi up-regiile etmesi ve apoptoza direnci arttiracagindan kritik bir Gneme
sahiptir (48, 49). COX2 inhibisyonu tiimdriin olmadig1 diger dokular {lizerinde bazi
yan etkilere neden oldugundan; son yillarda COX2 inhibisyon mekanizmasiyla
kanser koruyuculugu seceneginde dogal iiriinlere ilgi artmistir (35).

Timokinon farede alerjik solunum yolu inflamasyonunda COX2
ekspresyonun ve PG {iretiminin azalmasinda Onemli bir etki saglamistir (50).
Timokinon p47PHOX fosfor peptitlerinin Ser-304 ve Ser-328’indeki fosforilasyonun

bozulmasiyla indiiklenmis FLMP inflamasyonunu azaltmistir (51).

b. Peroksizom proliferator aktiflenmis reseptorler tizerine etkisi
PPARs ligandlari, PPARs’lerin aktivasyonu ve up-regiilasyonu araciligiyla

cesitli genetik yolaklar1 diizenleyerek potansiyel kanser koruyucu etki gostermistir.



Timokinonun PPAR-y (zerinde up-regiilasyonu sagladigi ve hiicre Slimiinde ve
meme kanser hiicrelerinin devamlilifi mekanizmalarinda rol oynayan genlerde ise
down-regiilasyonu gosterilmistir (52). Bulgular, timokinonun antikanser aktivitesi

aracili PPAR-y aktivasyonunu ortaya koymustur (46).

c. Oksidatif parametreler tGizerindeki etkisi

Reaktif oksijen tdrleri (ROS) slperoksit (O, .) ve hidroksil (OH.), peroksil
(RO,.) ve alkoksil (RO.) radikallerini i¢eren kisa omiirlii oksijen kaynakli kiiciik
molekiillerdir. Singlet oksijen (*O5), ozon (Os), hipoklorik asit (HOCI) ve hidrojen
peroksit (H,O,) gibi non-radikal tirler okside edici ajanlar gibi rol oynar ve
kolaylikla radikallere doniisiirler (53). ROS olusumu genellikle mitokondriyal
solunum esnasinda tekli elektron transferi ile oksijenden stperoksit dretimi ile
baslayan olaylar dizisi sonucu meydana gelir ve hidroksil radikallerinin major
kaynagidir. Siiperoksit hizla spontan olarak 6zellikle diisiik pH'da veya siiperoksit
dismutaz tarafindan katalize edilme sonucu olarak hidrojen perokside doniistiiriiliir.
Hidrojen peroksit niikleer membrani asar, metal iyonlari ile Fenton reaksiyonuna
girer ve hidroksil radikalleri olusur (54). Demir ve bakirin hidroksil radikali
olusumunu tesvik ediyor olabilecegi ongoriilmektedir (55).

Cesitli in vitro ve in vivo hayvan modelinde oksidatif stresi baslatan serbest
radikallere kars1 timokinonun serbest radikal siipiiriicti 6zelligi gosterilmistir. Giiglii
antioksidan ve serbest radikal siipiiriicii etkisinden dolayr timokinonun, oksidatif
hasara, organ bozukluklarina ve bdylece cesitli hastaliklarin patogenezine yol agan
cesitli cevresel toksinler ve ksenobiyotiklerin yan etkilerini azaltabilecegi
gosterilmistir (56, 57). Ayrica timokinonun, SOD’un aktivitesini arttirdig1 ve ¢esitli
deneysel patolojik kosullar altinda GSH’1 indiikleyerek hiicresel oksidatif stresi
azalttig1 gorillmiistiir (58-60).

d. Apoptoz lzerindeki etkisi

Timokinonun, timaor supressor genleri aktive ederek kansere karsi korunmada
6nemli bir rol oynadigi bildirilmektedir (35). Timokinon, p53 (kanserlerin %50°sinde
degisiklige ugrar), p21 ve p27 gibi tiimdr supresor genlerin modiilasyonunda 6nemli

bir rol oynar (61, 62). Timokinonun p53 bagimli yolak araciligi ile insan kolon
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kanser hiicreleri ve hayvan modellerinde apoptozu tesvik ettigi gosterilmistir (63).
Timokinon tedavisi aynt zamanda DNA disintegrasyonu, kaspazin uyarilmasi ve

PARP klevaji (stipiiriilme) ile apoptozu diizenlemektedir (64).

e. Transkripsiyon faktorleri Uzerindeki etkisi

Transkripsiyon faktort Nrf-2, GST, SOD, CAT, NOQO ve HO-1 gibi hicre
koruyucu antioksidan enzimlerin isleyisini diizenleyen bir hiicre sinyal transkript
faktordiir. Oksidatif strese karsi, hiicreler reaktif elektrofillerin konsantrasyonunu
diistiren ve karsinojenleri detoksifiye eden faz 1 ve faz 2 enzimlerini indiikler. Faz 2
enzimlerinin ekspresyonu antioksidan yanit gostergesi ve transkripsiyon faktorii
nikleer faktor E2 p45 ilgili faktor (Nrf-2) tarafindan regiile edilir (65).

Timokinon hiicreler arasi sinyal iletimini etkilemek suretiyle oksidatif
savunma proteinlerinin ekspresyonlarim1 ve faz 2 ilag metabolize edici enzimleri
etkilemektedir. Bu enzimler zararli maddeleri viicutta detoksifiye eder ve sisplatin
gibi anti-kanser ilaglara kars1 sitoprotektif etkilerde gii¢lii bir rol oynarlar.
Timokinonun, Nrf-2 faktorinin up-regilasyonu ile fare modelinde indiiklenmis

siklofosfamid hemorajik sistitte organ koruyucu oldugu bildirilmistir (57).

2.1.5. Timokinonun Farmakolojik Etkileri

Yapilan ¢esitli ¢alismalarda timokinonun farmakolojik olarak bir¢ok etki

gosterdigi ortaya koyulmustur.

- Antioksidan etkisi

Superoksit anyon (Oy), hidrojen peroksit (H,O), peroksinitrit, hidroksi
radikal (OH) ve hipoklorik asit iceren reaktif oksijen turevlerinin (ROS),
hicrelerdeki normal metabolik prosesle olustugu ve oksijenin zararli etkisinin bu
yuksek reaktif ve toksik tiirlere indirgenmesi sonucu olustugu bilinmektedir (66).

Oksidatif stresin olugsmasinin en biiyiik nedeninin; siiperoksit ve nitrit iyonlari
gibi ROS tarafindan tetiklenen, oksidan diizeyi ile fizyolojik antioksidan arasindaki
dengesinin bozulmasi oldugu bildirilmistir (67). In vitro ve in vivo bircok ¢alismada

timokinonun gii¢lii antioksidan etkisinin oldugu gosterilmistir (68, 69).
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Bazi hastaliklarda ROS diizeylerinin yiikselmesinden kaynaklanan yan
etkileri timokinonun antogonize edebildigi ve bu 6zelligini timokinonun oksidatif
stresi azaltarak ve antioksidan savunmayi arttirarak gosterebildigi bildirilmektedir.
Timokinonun antioksidan etki potansiyelinin, molekiil yapisindaki kinonun redoks
Ozellikleriyle ve timokinonun fizyolojik bariyerlerden ve subseltler kompartmanlara
kolay gecmesi ile iligkili olabilecegi ileri stiriilmektedir (27). Timokinon antioksidan
etkisini 3 yolla gostermektedir:

1) Serbest radikal supuricu etkisi

Timokinonun nano ve mikro konsantrasyonlarinda serbest ve siiperoksit
radikallerin uzaklastirildig: bildirilmistir. Ayrica dozun artisiyla beraber degiskenlik
gosteren demire bagimli lipid peroksidasyonu inhibe ettigi bulunmustur (70).
Timokinonun ayrica P44/42 ve p-38 proteinlerini inhibe ederek nitrik oksit sentaz
(NOS) transkripsiyonunu ve superoksit ile birlestiginde peroksinitrit olusturan nitrik
oksit (NO) iiretimini baskiladigi bildirilmistr. Peroksinitritin tirozin rezidiilerinin
nitrasyonu ile doku hasar1 meydana getirdigi bildirilmistir (71).

2) Antioksidan enzim sistemini harekete gecgirmesi

Antioksidan enzimlerin i¢ ve dis faktorler tarafindan olusturulan sebest
radikallere karsilik verdigi ve timokinonun SOD, katalaz (CAT), gutatyon peroksidaz
(G-Px) ve glutatyon-S-peroksidaz gibi antioksidan enzimlerin Gretimini kontrol eden
genlerin mRNA ekspresyonunu arttirdigi bildirilmistir (72). Ayrica Nagi ve Almakki
(2009) fare karacigeri tizerinde timokinonun kinon rediiktaz ve glutatyon transferaz
tiretimini arttirdigini géstermislerdir (73).

Timokinonun lipid peroksidasyonunu inhibe etmesi ve gucli bir stiperoksit
radikal puskiirtiicii olarak rol almasindan dolay1 siliperoksitlere karsi siiperoksit
dismutaz kadar etkili oldugu bildirilmistir (70, 73, 74).

Badary ve ark. (70)’nin yaptigi g¢alismada timokinonun, ksantin/ksantin
oksidaz sistemiyle siiperoksit anyon iiretiminin doza bagli timokinon kullanilmasiyla
Onemli derecede inhibe oldugu ancak bunun ksantin oksidaz aktivitesinin
inhibisyonu ile saglanmadig1 gosterilmistir (70).

Timokinonun, katalaz (CAT) aktivitesini arttirdigi gosterilmistir ve
timokinon tedavisinin iskemi-reperfiizyon (I/R) yaralanmasma kars1 karaciger

dokusunu koruyabilecegi ileri stiriilmiistiir (75).
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Timokinonun terbutilepoksit ile oksidatif strese maruz birakilan izole edilmis
sican hepatositlerinde azalan hiicrei¢i glutatyon diizeyini arttirarak ve olusan piridin
niikleotidlerinin oksidasyonunu engelleyerek hepatosit hiicre membran biitiinliglinii
koruyabildigi gosterilmistir (76).

Timokinon, oksidatif streste rolt olan indiklenebilir nitrik oksit sentaz
(INOS) ekspresyonunu engelleyebildigi ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve
sUperoksit dismutaz (SOD) gibi antioksidan enzimlerin ekspresyonunu arttirabildigi,
ayrica, NADH diizeyini ve NADH-NAD" degisimini azaltarak hepatositlerde
lipojenez inhibisyonuna neden oldugu da gosterilmistir (77).

Timokinon oksidatif hasara kars1 birden fazla hiicre, doku ve organ tizerinde
koruyucu etkilere sahiptir. Timokinonun sisplatin, doksorubisin, gentamisin,
vankomisin ve civa kloruriin neden oldugu bobrek toksisitesine, karbon tetraklorr,
siklofosfamid, asetaminofen ve aflatoksin B1 ile indiklenen hepatotoksisiteye ve
siklofosfomid ve doksorubisinin kalp toksisitesine karsit koruyucu etkileri bulunur.
Timokinonun siklofosfamid, toluen ve bleomisin kaynakli akciger hasarini azalttigi,
benzopiren kaynakli mide tiimdrlerini engelledigi ve gentamisin ototoksisitesini
engelleyerek koruyucu rol aldigi yapilan ¢alismalarda bildirilmektedir (27).

3) Mitokondriyel fonksiyon artis

Timokinon ile substrat kullaniminin ve/veya oksidatif fosforilasyonun 6nemli
derecede indiiklendigi ve beraberinde mitokondriyel islevi arttirarak daha ¢ok enerji

(ATP) iiretimini de arttirdig bildirilmistir (78).

- Antimikrobiyal etkisi

Nigella sativa tohumu yaginin in vitro antibakteriyel etkileri S. mitis, S.
mutans, S. cosntellatus, G. haemolysins’te ve cok seyreltik oranlarda bile
Staphylococcus albus, Escherichia coli, Salmonella typhi, Shigella niger ve Vibrio
cholera’nin dahil oldugu bir¢ok gram pozitif ve gram negatif organizmada
gosterilmistir (79, 80).

Timokinonun antioksidan ve antiinflmatuvar etkileri ile Pseudomonas
aeruginosa kaynakli akut bakteriyel prostatitleri diizeltebildigi gosterilmistir (81).

Timokinonun Mycobacterium tuberculosis’e karsi antitiiberkiiloz aktiviteye

sahip oldugu, Candida krusei, Candida albicans ve Candida tropicalis ve patojenik
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dermatofit suglara (Trichopyton mentagrophytos, Microsporum canis gibi) karsi
antifungal aktivite gosterdigi bildirilmektedir (82, 83).

- Antiinflamatuvar etkisi
Timokinonun antiinflamatuvar etkiye sahip oldugu yapilan bir¢cok ¢alismada
gosterilmistir. Siklooksijenazi ve lipooksijenaz1 engellemesi, ROS olusumunu ve
sitokin ~ iiretimini  azaltmast baglica antiinflamatuvar etkisinden sorumlu
mekanizmalardir.

Timokinonun inflamasyona karst etkisini dozdan bagimsiz olarak,
inflamasyona aracilik eden COX ve lipooksigenaz (LO) enzimlerinin arakidonat
yolaklarini inhibe ederek; proinflamatuvar sitokinlerin serbest birakilmasina, reaktif
oksijen ve nitrojen tiirlerinin {iretilmesini engelleyerek etki gosterdigi belirtilmistir
(84, 56, 85, 50). Timokinon, deneysel alerjik ensefalomiyelit, kolit ve artriti iceren
cesitli inflamatuvar hastaliklarda antiinflamatuvar etki gostermistir (86 - 88).

Timokinonun koruyucu etkisinin IL-1p ve tiimor nekroz faktoriinii (THF-a)
azaltarak, NF-¢B’yi inhibe ederek gosterdigi bildirilmistir (86, 89).

Yapilan c¢aligmalarda timokinonun antiinflamatuvar etkileri alerjik akciger
inflamasyonlu fare modelinde gosterilmistir. Timokinonun akcigerdeki inflamatuvar
hicre infiltrasyonunu, Th2 sitokinleri ve akciger eozinofilisini azaltarak alerjik
asttmda pulmoner inflamasyonu azalttig1 bildirilmistir (90, 91).

Timokinonun bazi antiinflamatuvar etkileri histamin iiretimi ve/veya
salinmasinin inhibisyonuna baghdir. Timokinon OVA maruziyetli farelerde
histamini disiirerek alerjik konjunktivitin belirtilerini hafifletmistir (92). Ayrica,
timokinonun si¢anlarda histamin ve platelet aktive edici faktor salimini inhibe ederek

asetik asit ile olusan koliti engelledigi gosterilmistir (87).

- Antikanser etkisi

Insan kanser hiicrelerinde selektif sitotoksisitesini gdsterdigi yerlerde
timokinonun hiicre biylmesini engelleyici ve hiicre 6lumi ile sonlanan anti kanser
etkisini belirlemek iizere cesitli preklinik caligmalar yapilmistir (93). Timokinonun
NF-kB’yi, Akt aktivasyonunu ve hiicredis1 kinaz sinyal yollarini baskilayarak timor

hiicrelerinde apoptozu sagladig1 raporlanmistir. Timokinonun anjiyogenez, invazyon
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ve metastaz dahil diger tiimorojenik proseslerle de iliskili oldugu ortaya konulmustur
(94). Timorogeneze veya ilag direnci gelistirmeye dahil olan ve karsinojen madde
metabolize edici enzimler, transkripsiyon faktorler, hiicre dongusini duzenleyici
proteinler olmak tizere timokinonun ¢oklu hedefleri tanimlanmistir. Birgok in vivo
hayvan modelli ¢aligma, timokinonun kolonda, 6n midede, karacigerde, deride, agiz
boslugunda indiikklenmis karsinojenezi inhibe ettigi gosterilmistir (Bkz. Tablo 2.3.)
(39).

Tablo 2.3. Timokinonun in vivo galismalardan elde edilen antikanser etkileri.

Deneysel model

Uygulama yolu

Doz

Bulgular

APC™™ farede kolorektal

tiimor olusumu

Indiiklenmis DMBA
Hamster bukkal kese
karsiyogenezisi

Isvigreli albino farede
indiiklenmis B[a]P 6n
mide bolimi
karsiyogenezisi

Indiiklenmis NDEA sican

hepatokarsinogenezisi

Wistar siganlarinda
indiiklenmis DMH’1i
kolon karsiyogenezisinin

Gunlik oral
beslenme

Giinagiri oral
uygulama

I¢me suyunda

NDEA’dan 2
hafta dnce
baglamak tizere
veya 10 haftalik
NDEA
maruziyetinden
sonra 5 haftalik
oral uygulama

Gunluk
intraperitoneal
enjeksiyon

12 hafta boyunca
375 mg/kg b.w

DMBA’dan 1
hafta 6nce
baglayarak ve 14
hafta devam eden
30 mg/kg b.w

B[a]P 6ncesi,
sirasi ve sonrasi
tedavide %0,01

Tedavi 6ncesinde
haftada 3 olmak
Uzere 18 hafta
boyunca veya
tedavi sonrasinda
son 5 hafta

boyunca 20 mg/kg

b.w

10 veya 20 hafta
boyunca DMH
maruziyetinden

Intestinde genis polip
sayisinda |, aktiflenmis
GSK-3, B-kateinin
membran
lokalizasyonut, c-
myc’nin nikleer
ekspresyonu

Bukkal skuamoz hiicre
karsinomlar1|, hiicre
ylzey
glikokonjugatlarinin
indiiklenmis DMBA
diizeylerinde |

Tiimor insidansinda
%70 ve ¢esitliliginde
%60 orandinda |,
indiiklenmis hetapatik
antioksidan enzim
aktivitesi

Hepatik modul
ortalamasinda |, timor
isaretleyici
ekpresyonlarida |, p21
ekspresyonunda 1,
major karaciger
enzimleri aktivitesinde

l

TK ile tedavi dncesi ve
sonrast, kolon
tiimorlerinin insidansi




baslamasi ve artmasi

Balb/c disi farelerinde
indiiklenmis DMH kolon
karsiyogenezisi

NMRI faresinde HCT116
kolon kanser hiicre
ksenogreft timor
biytmesi

PyVT fare memeli
timoruniin akciger
metastazindan elde edilen
ve ortotopikal olarak
fareye enjekte edilen
L129 hiicrenin buyimesi

Erkek Isvicreli albino
farede indiiklenmis 20-
MC fibrosarkoma

C3HHf/Bu Zgr/Hr
faresinde in vivo
fibrosarkoma (FsaR) ve
skuam0oz hiicre karsinom
biytmesi

Ciplak farede MDA-MB-
231 gogiis kanser huicre
ksenogreft timor
buylmesi

Intraperitoneal
enjeksiyon

Haftada 3 defa
intraperitoneal
enjeksiyon

Gunlik
intraperitoneal
enjeksiyon

Gunlik icme suyu

Intratimoral
enjeksiyon

2 hafta boyunca
haftada 6 gln
intraperitoneal
enjeksiyon

Once veya sonra, 5
mg/kg b.w

DMH
maruziyetine
baglamadan 10,
20, 30 hafta veya
sonrasinda 10
hafta boyunca 5
mg/kg b.w

3 hafta boyunca
20 mg/kg b.w

10 gun boyunca
40 mg/kg b.w

MC tedavisinden
1 hafta 6nce
baslayarak ve
tedavi sonrasinda
devam ederek
%0,01

1.,4.5. ve 11,
glinlerde 5 mg/kg
b.w

4 veya 8 mg/kg
b.w

ve cesitliliginde |,
indiiklenmis DMH’li
oksidatif streste
dizelme

ACEF say1 ve
biiyiikliigiinde |, kolon
adenomalarinin
cesitliliginde |,
tiimorlerde biiyiimiis
kaspaz-3
ekspresyonunda |

Ksenogreft timor
ebatinda |, indiiklenmis
apoptoz ve inhibe
olmus timor hiicre
proliferasyonu

Ortotopikal olarak
enjekte edilen fare
memeli timor
hucrelerinin hacim ve
agirliginda |

Tiimor insidansinda
%43 inhibisyon ve
timor yukinde %34
inhibisyon

FasR ksenogreft tumor
hicre biyimesinde
%43 ve SSC VII
ksenogreft timor hiicre
blylimesinde %52
azalma

Ksenogreft timor
hacminde |, hepatik
CAT ve SOD
aktiviteleri 1, Ki67,
XIAP, Bcl-2, Bel-xl,
survivin
ekspresyonunda |,
fosforilasyonda ve p38
MAP kinazda 1

15
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SCID erkek farede PC3
prostat kanser hiicre
ksenogreft timor
buylmesi

Ciplak farede C4-2B
prostat kanser hiicre
ksenogreft timor
biytmesi

SCID faresinde NCI-460
akciger kanser hiicre
ksenogreft timor
biytmesi

Ciplak farede SaOS-2
hicrelerinin ksenogreft
timor buyimesi

Ciplak farede gastrik
kanser hiicre ksenogreft
timor baylmesi

Farede kuyruk damari ile
enjekte edilen B16F10
melanoma hicrelerinin
akciger metastazi

Subkdtan
enjeksiyon

Subkitan
enjeksiyon

Subkitan
enjeksiyon

Intragastrik
uygulama

4 hafta boyunca
haftada 3 defa
intraperitoneal
enjeksiyon

Gunlik gavaj

15 giin boyunca
gunlik 6 mg/kg
b.w

31 gun boyunca
ginlik 20 mg/kg
b.w

3 hafta boyunca
haftada 3 kez
boyunca giinliik 6
mg/kg b.w

15 giin boyunca
gunlik 6 mg/kg
b.w

20 mg/kg b.w

3 hafta boyunca
20 mg/kg b.w

Tumor ebatinda,
agirhiginda ve timor
kan damari sayisinda |

Tiimor ebatinda |, AR,
E2F1 ve siklin A
ekspresyonunda |

Tlimor hacminde |, NF-
kB aktivitesinde |

Timor hacminde |,
CD34 veVEGF, NF-kB,
Ki67, XIAP
ekspresyonunda |,
biiytimiis kaspaz-3 ve
Smac ekspresyonunda

Ksenogreft timarlerin
hacim ve agirhiginda |,
TUNNEL pozitifliginde
T

Akcigerdeki timor
nodul sayisinda |

Timokinonun kanser koruyucu mekanizmalari:

1) kanserli dokulardaki

apoptotik hiicre 6luminu, apoptotik gen ekspresyonunu up-regile ve anti-apoptotik

gen ekspresyonunu down-regule ederek azaltarak, 2) kanserli hiicrenin sagkalimini

engellemek i¢in Akt aktivasyonunu baskilayarak, 3) onkojenik ekspresyonu kontrol

etmek icin NF-kappa B yolagimi deaktive ederek, 4) antioksidan enzimlerin

aktivitesini arttirarak, 5) kanser tedavisinde normal hiicreleri koruyarak, 6) CYP450

enzimlerini hasardan koruyarak gerceklestirdigi bildirilmistir (Sekil 2.4.) (23).
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Kansere karst
hiicre korumast

Kansere karst
1 hiicre korumast

P450 enzimlerinin gevresel 1

hasardan konmmast

Kansere karst
hiicre korumast

Radyasyona karsi T
hiicresel koruma SOD, CAT,
GPx aktiviteleri

+

IL-6 & 8§ tiretimi.I-
N. sativa |- -------- bl Timokinon .ka}.)pa B—a]fta
= ~ indirgenmesi
(1} P [\_:
‘x_,l (2) j
pa—
+ 2 - X
Kaspaz-3. 8. 9. bel-2 ve diger anti - |i&1-ctJ NF-kappa B
bax apoptotik genler

Onkojen ekspresyon
kontroli

Kanser 6lii hiicreleri

Sekil 2.4. Timokinonun kansere kars1 mekanizmalari (23).

- Karaciger iizerine etKisi

Timokinonun karaciger koruyucu etkisine dair mekanizmasi kesin olarak
bilinmese de hicre arasi glutatyonu korumasiyla iligkili olabilecegi bildirilmistir
(34).

Nagi ve ark. (95)’nin, Swiss albino farede yaptigi ¢alismada; indiiklenmis
karbon tetraklorir (CCl,) ile olusturulan hepatotoksisiteyi 100 mg/kg timokinonun
ortadan kaldirdig1 gosterilmistir. Timokinonun hepatotoksisite zerindeki koruyucu
etkisinin oral, intraperitoneal vb. uygulama yollarina bagli degisebilecegi ileri
strtlmektedir (4).

Daba ve Abdel-Rahmen (76)’nin yaptigi calismada, timokinonun tert-butil
hidroksiperoksit ile olusturulan hepatotoksisite ilizerinde koruyucu etki gosterdigini
bildirmislerdir (76).

Corek otu yagi ile 4 hafta boyunca 6nceden tedavi edilen si¢anlarda CCl, ve
D-galaktozamin ile indiiklenmis hepatik hasara karsi koruyucu etkisinin incelendigi
calismada, Onceden olusan hepatotoksisiteye karsi kismi, sonrasina ise tam bir
koruma sagladigi gosterilmistir. 4 hafta boyunca 800 mg/kg/giin dozunda oral olarak
verilen ¢orek otu yaginin karaciger iizerinde herhangi bir hasar olusturmadigi, serum
total kolesterol, LDL, trigliserid ve HDL’yi 6nemli derecede azalttig1 gosterilmistir
(96).

Karbon tetrakloriir uygulanmasindan 5 giin 6nce ve 1 giin sonra igme suyu ile
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fareye 8 mg/kg/glin timokinonun verildigi ¢alismada karacigerin biyokimyasal ve
histolojik hasar parametrelerinde diizelme sagladig1 gosterilmistir (97).

Al-Malki ve ark. (98)’nin yaptigi c¢alismada timokinonun sisplatin ile
indiiklenmis hepatotoksisitenin basglamasinda ve ilerlemesinde koruyucu bir etki

sagladigini gostermistir.

- Antidiyabetik etkisi

Deneysel ve klinik caligmalar géz oniinde bulunduruldugunda timokinonun
diyabet Uzerinde olumlu etkileri gosterilmektedir. Timokinonun tip 2 diyabetli
hastalarda glisemik kontrol ve diyabet komplikasyonlarinda iyilesme saglayabilecegi
bildirilmektedir. Timokinonun 100 mg/glin konvansiyonel diyabet tedavisinin ¢ ay
boyunca izlendigi klinik arastirmaya gore, diisik glukoz diizeyleri ve endotel
islevlerinde iyilesme oldugu ve bir aylik timokinon takviyesinin glikozillenmis
hemoglobin diizeylerini belirgin oranda diislirdiigii belirtilmistir (99).

Corek otunun hayvanlardaki deneysel (alloxan ile indiiklenmis) diyabet
tizerindeki etkisinin incelendigi ¢alismalarda 50 mg/kg N. sativa tohumu ugucu
yaginin intraperitoneal olarak uygulanmasini takiben 4-6 saat i¢inde aglik kan sekeri
diizeyinde 6nemli bir azalma sagladig1 ve insulin konsantrasyonunun etkilenmedigi
gosterilmistir (100). 2 ay boyunca N. sativa ekstraktinin uygulanmasi sonucunda
glukoz ve lipid peroksidaz konsantrasyonlarinda azalma, glutatyon ve
seruloplazminde artma ve biyokimyasal ve histokimyasal karaciger hasar
gostergelerinde iyilesme saglandigi belirtilmistir (101).

Yapilan bir ¢alismada gunlik oral timokinonun verilmesinde (30 gun 50
mg/kg) streptozosin ile indiiklenen diyabetik hamsterlarda hizli kan glukoz artigin1 ve
glikozlanmis hemoglobin seviyesini 6nemli derecede azaltmistir (102).

Timokinonun (80 mg/kg) sicanlarda oral yolla 6 hafta uygulanmasinin
plazma glukozunda 6nemli azalma ve insiilin seviyesinde artma ile sonuglandigi
gosterilmistir (103). Timokinon ile STZ diyabetik sicanlarda tedavi COX-2
enzimlerinin ekspresyonu, lipid peroksidasyonu ve MDA seviyelerinin artmasini

engellemistir ve pankreatik dokuda SOD seviyesini arttirmistir (104).

- Bagisikhik yanitim diizenleyici etkKisi
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Al-Sa‘aidi  ve ark. (105)’nin immunosupresyon olusturulmus erkek
tavsanlarda yaptigi ¢alismada N. sativa tohumlar alan grupta lenfosit, monosit ve
eosinofil yiizdelerinin 6nemli derecede azaldigi, azalan fagosit aktivitesi ve kemik
iligi mitotik indeksinin normale dondiigii ve immunoglobulin M (IgM) titresinin
arttig1 gézlenmistir (105). N. sativa tohumlarinin interlokin (IL), IL-3 salimi1 ve artan
IL-4 Uretimi igin T-lenfositleri aktive ettigi bildirilmisttir (106).

Buna gore timokinonun baskilanan bagisiklik yanitin1 diizenleyebilecegi

diistiniilmektedir.

- Antifibrotik etkisi

Timokinon fibroz olusuma kars1 koruyucu etkiye sahiptir. Sican karaciger
hiicrelerinde yapilan ¢alismada tiyoasetamidinin neden oldugu karaciger fibrozu ve
inflamasyonuna kars1 timokinonun PI3K’y1 engelleyerek ve TLR4 sinyal yolagini
diizenleyerek karaciger fibrozunu azalttigi belirtilmistir. Bu ¢aligmada timokinon
tarafindan apopitozun indiiklendigi, CD14 ve TLR4 ekspresyonunun ve kollajen-I ve
PI3K ekspresyonunun azaldigi, Akt fosforilasyonunun baskilandigi, serum ALT ve
AST diizeylerinin azaldig1 gosterilmistir (107).

Timokinonun parasetamol maruziyetine bagh karaciger sirozu ve fibrozunun

olusumunu engelledigi bildirilmistir (42).

- Ureme sistemi Uzerine etkisi

Kadmiyumun fare ve si¢an testislerinde blyuk 6lctde toksik etki yarattigi ve
memeli testislerinde de baz1 morfolojik ve biyokimyasal degisikliklere neden oldugu
bildirilmistir (108). Sayed ve ark. (109)’nin yaptig1 ¢alismada sadece kadmiyuma
maruz birakilanlar ile kadmiyum ve timokinonun birlikte uygulandig1 sicanlardaki
sperm sayisinda ciddi bir azalma goriilmiistiir. Sadece kadmiyum alan si¢anlarin
sperm mortalitesi ve anormallikleri de onemli bir derecede artig, epididimisinde
histopatolojik degisiklikler, prostat, intestinal 6dem, lenfomatik infiltrasyon
gelisirken; kadmiyumla beraber timokinonun uygulandigi si¢anlarda sperm
mortalitesi ve anormalliklerinde iyilesme, normal bir epididimis ve normale yakin

6dem gozlenmistir (109).
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- Renal koruyucu etkisi

Nefrotoksik ila¢ olan sisplatinin uygulanmasindan 30 dakika dnce 50 mg/kg
corek otu tohum ektresinin uygulandigi c¢alismada, timokinon uygulamasinin
biyokimyasal ve fizyolojik nefrotoksisite indislerinin iyilestirilmesinde etkili oldugu
goriilmiistiir (110). Koruyucu etkinin nedeni kesin olarak agiklanamasa da ekstrenin
antioksidan etkisi ile nefrotoksik ilacin serbest radikal olusturma etkisini azalttig
seklinde olabilecegi ileri siiriilmiistiir (34).

Bobrek ve renal alogreftlerin kompleks bir fizyolojisi olarak tanimlanan renal
iskemi iizerine timokinonun etkinligine iligskin yapilan ¢aligmada, N. sativa yaginin
uygulanmasi ile serum kan iire nitrojeni, MDA, NO, protein karbonil igerigi ve
kreatinde azalma gorulirken; SOD, CAT, GSH-Px ve total antioksidan kapasitesinde
artis gozlenmistir (111).

- Gastrointestinal sistem Uzerindeki etkisi

Bati toplumlarinda %10-20 oraninda goriilen ve yasam kalitesinde diisiise
neden olan ve kronik tedavi gerektiren gastrik lezyon, gastrik mukozal hasar, kolit,
tilser, kronik pankreatit gibi gastrointestinal hastaliklarin tedavisinde genel olarak
kullanilan ilaglarin yan etkilerinden dolayr bu hastaliklarda dogal {iriinlerin
kullanilmas: {izerine ilgi artmistir. N. sativa yaginini ve aktif bileseni timokinonun bu
hastaliklarin belirtilerini azalttig1 gosterilmistir (112).

Corek otu yagmin Schistosoma mansoni ile enfekte edilmis farelerde
antioksidan etkisi ve konak¢i immunolojik sistemi etkileyerek, ALT, gamma-
glutamil-transferaz (GGT) ve alkalin fosfataz (ATP) aktivitlerindeki Onceden
meydana gelen degisikleri, ayrica serum albumin igerigini de kismen diizelttigi

gosterilmigtir (113)

- Antinosiseptif etkisi

N. sativa’nin antinosiseptif etkisi hayvan modellerinde genis bir sekilde
arastiritlmistir ve birka¢ calismada da insanlar iizerindeki etkisi degerlendirilmistir
(114).

Hot-plate (kizgin levha) testi, kivranma testi, kuyruk kistirma testi ve

formalin testine tabi tutulan, 50-400 mg/kg oraninda oral verilen N. sativa yaginin;
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kizgin levha ve kuyruk kistirma testlerinde nosiseptif cevap latensini Onemli
derecede arttirdigi, kivranma testinde de kivranma hareketlerini azalttig
goriilmiistiir. Formalin testinin erken donemlerinde N. sativa yagi, nosiseptif cevabi

onemli derecede baskilarken, ge¢ donemlerinde cevabi azaltmamistir (36).

- Kalp Uzerindeki koruyucu etkisi

Kardiyovaskiler hastaliklar 6liim nedenleri arasinda ilk siralardadir. Lipid
profillerindeki degisiklikler, diyabet ve hipertansiyon en sik goriilen kardiyovaskuler
hastaliklar olarak belirtilmektedir (115, 116). Oksidatif stresle iliskilendirilen
hipertansiyonun, antioksidan koruma mekanizma ile serbest radikal olusum
arasindaki  dengenin  bozulmasindan  kaynaklandigi  bilinmektedir  (117).
Epidemiyolojik  c¢alismalarda 6nemli bir kardiyovaskiiler —hastalik olan
hipertansiyonun geleneksel tedavisinde ¢orek otu tohumu kullanimi kaz basincini
diizenleyebildigi bildirilmektedir. Ditiretik etkilerinden oldugu tahmin edilen
ekstrenin kopeklerde kan basincini distirdiigii gésterilmistir (118).

Ragheb ve ark. (119)’nin yaptiklar1 bir ¢alismada nazogastrik tup ile
uygulanan 20 mg/kg/giin dozundaki timokinonun oksidatif stresi azalttig1 ve lipid
profilini diizelttigi ve hiperkolesterolemik hayvanlarda koroner arter hastaliklarinin
ana nedeni olarak gosterilen aterosklerozisinin gelismesini engelledigi gosterilmistir.

Timokinonun i.v. olarak uygulanmasini takiben doza bagli olarak arteriyel
kan basincinda ve kalp atig hizinda azalma gozlenmistir (120).

Siklosporin A ile maruz birakilan farelerde ¢orek otu yagmnin etkisi kalp ve
bobrek tlizerinde degerlendirilmistir. Kalp ve bobrek dokusunda SOD, CAT ve GSH-
Px’1n aktivitelerini arttirarak ve MDA, nitrik oksit ve protein karbonil seviyelerini
azaltarak c¢orek otu yapmnin siklosporin A’nin neden oldugu doku hasarim

azaltabildigi gosterilmistir (121).

- Antihistaminik etkisi

Etanol ile indiiklenmis mide mukozasinda, miyeloperoksidaz aktivitesi ve
karin dokularinda gastrik histamin igerigi arttirilmis olan farelerde etanol uygulama
oncesinde 10 ml/kg ¢orek otu yagi ve 10 mg/kg timokinon uygulandiginda, her iki

durumda da miyelopreksidaz aktivitesi ve gastrik histamin igerigi onemli derecede
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azalmistir; ancak timokinon ¢orek otu yag ile karsilagtirildiginda daha az bir diisiis

sagladig belirlenmigtir (122).

- Antihelmintik etkisi
Iki hafta boyunca 2,5 ve 5,0 mil/kg oral ¢orek otu yagmin uygulanmasini
takiben karacigerdeki Schistosoma masnsoni kurtguklarinin sayisinda, karaciger ve

barsakta biriken yumurtalarin sayisinda azalma oldugu gosterilmistir (113).

- Sinir sistemi Uzerindeki etkisi

Timokinonun, parkinsonlu hastalardan elde edilen htcre kilturlerinde birincil
dopaminerjik noronlarda koruyucu oldugu bildirilmistir.

Timokinonun si¢an birincil hipokampal ve insan indiiklenmis pluripotent kok
hiicreden kaynak alan ndron hiicrelerinde koruyucu etkileri gosterilmistir (123).

Timokinonun 40 ve 80 mg/kg peritoneal uygulanmasi sonucunda miyelitik
nobet siiresinde azalma ve baslangicinda gecikme oldugu bildirilmistir. Timokinonun
yapilan ¢alismalar ile antikonviilsan etkileri gosterilmistir (124).

Timokinon, GABAerjik ve nitrierjik modiilasyon aracilifiyla anksiyolitik
aktivite gostermistir. Timokinon (20 mg/kg), stresli farelerde plazma nitritte azalma
ve beyin GABA igeriginin azalmasmin tersine cevrilmesiyle anksiyolitik etkiler

gOstermistir. Ayrica, timokinon antidepresan etkiler gostermistir (125).

- Solunum sistemi tzerindeki etkisi

Corek otu tohumlar1 solunum yolu problemlerine karsi iyi edici etkilere sahip
oldugu bilinmektedir. Timokinonun sicanlarda akut respiratuvar sendromu
tedavisinde faydali olabilecegi gosterilmistir (126).

Uretan ile anestezi yapilan kobaya 4-32 ml/kg intravendz ¢érek otu ugucu
yaginin uygulanmasi sonucu doz bagimli olarak solunum ve intratekal basingta artis
gozlenmistir. 1.6-6.4 mg/kg intravendz timokinon uygulanmasi takiben solunum
oraninda hicbir etki olusmadan intratekal basingta 6nemli bir artisa yol agmustir.
Ugucu yag ile indiiklenen solunum etkilerine histaminerjik mekanizmalarinin
dogrudan dahil olmas1 ve muskarinik kolinerjik mekanizmalarin dolayli aktivasyonu

ile histamin salinmasinin aracilik ettigi one siirtilmiistiir (120).
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- Antiviral etkisi

Konake1 hiicrelerde lenfosit deplesyonuna yol acarak viral enfeksiyonlar
apoptoza neden olur; antioksidanlarin hedef hiicrelerde viral replikasyonu ve virusler
tarafindan indiiklenen apoptozu inhibe edebildigi bildirilmistir (127). Corek otu
yaginin intraperitoneal olarak uygulandig: farelerde enfeksiyonun 3. giiniinde dalak
ve karacigerdeki virus titresinin tamamen inhibe oldugu gosterilmistir (128).

Hepatit C olan ancak IFN-o kullanmaya uygun olmayan bir hasta (zerinde
yapilan bir arastirmada 3 ay boyunca giinde 3 defa 450 mg ¢orek otu yagi kapsiilii
kullanildiginda, viral yiikiinde 6nemli derecede azalma ve antioksidan aktivitesinde

artma sonucu oksidatif streste azalma goriilmiistiir (129).

2.1.6. Timokinonun Toksisitesi ve Giivenliliginin Degerlendirilmesi

N. sativa tohum ekstreleri ve bilesenleri diisiik toksisiteye sahiptir.
Timokinon toksisitesi lizerine yapilan ¢alismalarda, toksik etkileri ancak ¢ok yiiksek
dozlarinda gosterilebilmistir.

5 glin boyunca 50 mg/kg intraperitoneal N. sativa tohum ekstresi uygulamasi
sonrasinda; karaciger ve renal islevlerden sorumlu enzim ve metabolit aktivitesi
tizerinde onemli hicbir etki gostermedigi belirtilmistir (110). Tohum yaginin 10
ml/kg oral dozunun uygulanmasi sonrasinda bir mortalite ve hedef hepatik enzimler
dahil olmak iizere belirgin bir toksiste gdzlenmemistir (58, 130).

Timokinonun farede akut oral uygulamasini takiben gozlenen LDso degeri 2.4
g/kg’dir.  Subkronik deneyde, i¢cme suyu ile %0.01, 9%0.02, %0.03
konsantrasyonlarinda ve giinliik alim dozlarina esdeger 30, 60, 90 mg/kg miktarlarda
90 giinliik timokinon takviyesinin mortaliteye veya onemli toksikolojik degisikliklere
neden olmadigi; dokudaki GSH igerigi, toplam protein, iire, kreatin, trigliserid
plazma duzeyleri, ALT, LDH, kreatin fosfokinaz enzim aktivitesi (zerinde énemli
etki géstermemis; ne biitiinsel ne de mikroskobik doku hasar1 gozlemlenmemistir.

Bir diger ¢alismada timokinonun si¢anlarda 2-3 g/kg (ylUksek doz)
uygulanmasini takiben 24 saatte karaciger, bobrek ve kalp dokularindaki indirgenmis
GSH duzeylerinde 6nemli bir azalma meydana geldigi gosterilmistir. Timokinon

uygulamasi ayrica kreatin fosfokinaz, laktat dehidrogenaz (LDH), alanin amino
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transferaz (ALT) gibi ¢esitli enzimlerin katalitik akivitesinde ve plazma Ure ve
kreatin diizeylerinin 6nemli derecede yiikselmesine neden olmustur. (131).

Timokinonun 4, 8, 12,5, 25 ve 50 mg/kg dozlarinda i.p. olarak uygulanmasi
sonucu serum ALT, aspartat transaminaz (AST) ve LDH enzim aktiviteleri gibi
biyokimyasal degisiklikler iizerine onemli etki olusturmadigi; ancak 50 mg/kg
Uzerinde uygulanan dozlarda 90,3 mg/kg LDsp degeri ile letal etki olusturdugu
belirtilmistir (132).

Timokinonun disi ve erkek fare ve sigandaki LDsy degerinin tespit edilmesi
icin yapilan ¢alismada, farede intraperitoneal uygulama sonrasinda LDso degeri 104,7
mg/kg, oral uygulama sonrasinda ise LDsy degeri 870,9 mg/kg; si¢anda
intraperitoneal uygulama sonrasinda LDsy degeri 57,5 mg/kg, oral uygulama
sonrasinda ise LDsp degeri 794,3 mg/kg bulunmustur. Timokinonun oral olarak
uygulandiginda daha giivenli oldugu sonucuna varilmistir. Caligmada timokinonu i.p.
enjeksiyon yoluyla uygulanan hayvanlarda abdominal kas kasilmasi ve ataksi birkag
saat slrmustiir, 6.saatte yanitlar azalmistir ve uyusukluk gézlenmistir ve 24. saatte bu
belirtiler diizelmistir (133).

Akut toksisite ¢aligsmalarinda (Tablo 2.4.), timokinonun farelerde oral LDsg
2,4 g/kg olarak ve sicanlarda i.p. LDsg degeri 10 mg/kg olarak bildirilmistir (4,96).
Al-Ali ve ark. (133) tarafindan, farelerdeki i.p. LDso degeri 104,7 mg/kg ve oral LDsg
degeri 870,9 mg/kg; siganlarda ise i.p. LDsp degeri 57,5 mg/kg ve oral LDsy degeri
794.3 mg/kg olarak bildirilmistir.

Yapilan bagka bir ¢alismada, 14 hafta boyunca 200 mg/kg/giin verilen ¢orek
otu yagmin, erkek sicanlarin karciger, bobrek, dalak ve diger organlarda patolojik
degisikliklere neden olmadig1 ve kan biyokimyasini etkilemedigi bildirilmektedir
(134). Siganlara 12 hafta boyunca 2 ml/kg/giin ¢érek otu yaginin oral dozu verilerek
yapilan bir kronik toksisite ¢alismasinda histopatolojik modifikasyonlar, ALT, AST

ve GSH dahil karaciger enzim diizeylerinde degisiklikler gdzlenmemistir.
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Tablo 2.4. Timokinon ve ¢orek otu yaginin LDsg degerleri.

Deney hayvam Uygulamayolu LDsg
Timokinon Sican I.p. 57,5 mg/kg (133)
Timokinon Sican i.p. 10 mg/kg (27)
Timokinon Fare I.p. 104,7 mg/kg (133)
Timokinon Fare .p. 90,3 mg/kg (132)
Timokinon Sican oral 794,3 mg/kg (133)
Timokinon Fare oral 794,3 mg/kg (133)
Timokinon Fare oral 2,4 glkg (70)
Corek otu yagi Fare .p. 2,06 ml/kg (134)
Corek otu yagi Fare oral 28,8 ml/kg (134)

Sicanlarda intraperitoneal uygulama sonrasinda iireme toksisitesi agisindan
NOAEL 15 mg/kg olarak bildirilmistir (135). Inraperitoneal uygulama ile erkek ve
disi siganlardaki maksimum tolere edilen doz (MTD) sirasiyla 22,5 mg/kg ve 15
mg/kg; oral uygulamada ise her iksinde 250 mg/kg olarak bildirilmistir (27). Akut 2
g/kg ve daha yiliksek doz uygulamasi sonucu hipoaktivite ve solunum gii¢liigii ortaya
cikmistir (34, 131).

Oral ve dermal maruziyetinde giivenliligine dair bilgi olmadigindan
hamilelikte ve emzirme doneminde kullanimi giivenli degildir. Uterus diiz kas
kasilmasini sican ve kobaylarda konsantrasyona bagimli inhibe ettigi gosterilmistir
(136). Timokinonun anti-anjiojenik etkisi nedeniyle hamilelikte kullaniminin

sakincal1 oldugu ileri siiriilmiistiir (53).

2.2. Sisplatin

2.2.1. Sisplatinin Genel Ozellikleri ve Molekiiler Yapisi

Sisplatin, cis-[Pt(11)(NJ3))(2)CI(2)], [PtCIl»(NHs),, CDDP], 1845 yilinda ilk
kez sentezlenmis ve 1893 yilinda Alfred Werner tarafindan ilk olarak CDDP yapisina
indirgenmistir. 1965 yilinda Rosenberg ve ark. (137), platin elektrodunun
elektrolizinin, sisplatin olusumu ile sonuglandigini kesfetmislerdir (137, 138). 1971

yilinda ilk defa kanser hastalarina uygunlanmis ve 1978’de ise 6nce Kanada, kisa bir



26

stire sonra Birlesik Devletler ve sonrasinda tiim diinyada klinik kullanima hazir hale
gelmigtir (139). Sisplatin ile tedavi 1971 yilinda baglamis, 1978 yilinda FDA
tarafindan platin grubu tasiyan kemoterapoétiklerin kanser tedavisinde kullanimi
onaylanmustir (140, 141). Kanser tedavisinde genis bir kullanim alani olan en giiglii
kemoterapi ilaglarindan biri olarak sisplatinin kesfedilmesi, paltin (IT) ve diger metal
icerikli bilesiklerin potansiyel antikanser ilag olarak kullanilmalarina olan ilginin
artmasini saglayan bir kose tasi olmustur. Sisplatinin klinik kullaniminin sarkoma
kanserleri, yumusak doku, kemik, kas ve damar kanserleri dahil olmak {izere farkl
bir¢ok kanseri basarili bir sekilde tedavi ettigi belirtilmistir. (137, 138).

Sisplatinin antitiimdr etki mekanizmasi tam olarak anlagilamamistir ancak,
genel olarak sisplatinin hidrolize oldugu ve monoaqua kompleksin, hedeflenmis
DNA ile reaksiyona giren nihai sitotoksik ajani oldugu belirtilmektedir (142, 143).

Sisplatin beyaz veya sar1 kristal bir toz olup suda az, dimetilpirimidin ve N,
N-dimetilformidte tam olarak ¢dziiniir. Molekiil agirligi 301,1 g/mol, yogunlugu 3,74
glcm3 ve kaynama noktas1 270°C olan, kare olusturacak sekilde platin iyonuna baglh
iki amin grubu ve iki klor grubundan olusan nétr bir organik molekiildiir (Sekil 2.5.).
Amin gruplan tasiyici ligandlari, klor iyonlari ise ayrilan gruplart gosterir. Ayrilan
gruplarin varlig, sisplatinin biyolojik aktivitesi agisidan esansiyeldir (144).

Sisplatin hem genotoksik hem de mutajeniktir. Ayrica hayvanlarda
karsinojenik olduguna dair bilgiler yer alsa da insanlar icin tek ajan olarak
kullanildiginda karsinojenik olduguna dair yeterli veri bulunmamaktadir (145, 146).
IARC tarafindan siif ITA olarak siniflandirilmistir (146).

HaN Cl
»
HaN Cl

Sisplatin

Sisplatin

Sekil 2.5. Sisplatinin molekiiler yapisi1 (147, 21).

2.2.2. Sisplatinin Farmakokinetik Ozellikleri

Sisplatinin gastrointestinal kanaldan absorpsiyonu ¢ok zayiftir ve bu nedenle
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sadece paranteral olarak (i.v. veya i.p.) uygulanmaktadir (148).

Sisplatin, plazma proteinine yiiksek baglanma kapasitesine sahiptir ve
intraven6z inflizyon sonrasinda yaklasik %90 oraninda plazma proteinlerine
baglanmaktadir. {lacin toksisitesinden serbest platin bilesikleri sorumlu tutulmaktadir
(149-151).

Sisplatinin intraseliiler transportu acgik olmamakla beraber hiicreden hiicreye
degisiklik gosterebilir. Yakin zamanli, kanserli hicre hatlar1 kullanilarak yapilan
caligmalarda sisplatinin yarisinin plazma membranlar1 aracilidi ile pasif difiizyon ile
diger yarisinin bilinmeyen tastyicilarla alindigi bildirilmistir (152).

Sisplatin, viicut sivilarina ve tiim dokulara hizli dagilim gostermektedir (151).
Ozellikle bobrek, karaciger ve prostatta yiiksek konsantrasyonlarda bulunmakla
beraber karaciger, bobrek, mesane, bobrek {istii bezi, over, femur ve ince barsaklarda
plazmadan daha yiiksek oranda sisplatin belirlenmistir (149). Kan-beyin bariyerini
kolaylikla gecemez ve beyin omurilik sivisinda ¢ok diisiik konsantrasyonlarda
bulunur (151).

Sisplatinin metabolizasyonu tam olarak anlasilamamakla beraber enzimatik
olmayan yollarla plazma proteinlerine yiiksek oranda baglanan inaktif
metabolitlerine doniistiiriildigi bildirilmistir (148). Siplatin glutatayon, metiyonin,
sistein gibi diisiik molekiiler agirlikli; albumin ve niikleik asit gibi ylksek molekiler
agirlikli molekiillerle etkilesime girerek bobreklerde biyotransformasyona ugradigi
belirtilmektedir (153).

Sisplatinin ana eliminasyon organi bobreklerdir. Sisplatin bobreklerde,
glomerular filtrasyon ve tlbuler sekresyon ile temizlenir. Bobreklerdeki sisplatin
konsantrasyonu, kandakinden fazladir, bu da renal parankimal hiicrelerce ilacin aktif

birikimini gostermektedir (154).



28

H 3N Cl
A4
Pt
/N
113N ]
Sisplatin
k, ‘ k.,
* 2 OH
. H3N\ /OHz K, 6.56 HSN\
Monochidrate Pt - . Pt
olmns kompleks SN - kY
P HqN Cl H._SN Cl
Monoaqua Monohidroksi

Sekil 2.6. Sisplatin ve sulu soliisyonda monohidrate kompleks iligkisi.

Anderson ve ark. (155)’nin yaptig1 ¢alismada 100 mg/m? salin ¢ozeltisinde 1
saatlik intravendz sisplatin uygulamasinda sisplatin ve monohidrate olmus bilesik
bilesiginin klerensi sirasiyla 0,32 + 0,05 ve 0,27 £ 0,11 I/dk/m? olarak bulunmustur.
Monohidrate olmus bilesigin goriiniir dagilim hacmi (4 + 2 I/m?) sisplatininkinden
daha diisiiktir (11 + 2 1/m?). Sisplatin ve monohidrate olmus bilesigin eliminasyon
oranlart sirasiyla 0.030 + 0.002 I/dk ve 0.07 + 0.02 I/dk; yarilanma &miirleri 23 dk ve
10 dk; AUC ve Cpax degerleri 15 ve %12 olarak bulunmustur (Sekil 2.6.) (155).

llacin yaklasik %90’ mdan fazlasmin (ilk 24 saatte yaklasik %25 inin) idrarla
ve yaklasik %10’u ise safra yolu ile elimine edildigi tespit edilmistir (151, 156).

Serbest platinlerin ortalama yarilanma 6mriiniin 20-45 dakika, toplam platinin

ortalama yarilanma 6mriiniin 5 giinden daha fazla oldugu belirtilmektedir (156).
2.2.3. Sisplatinin Toksik Etki Mekanizmalar:

Sisplatin, iplikler aras1 ¢apraz baglar ve eklentiler olusturmak tizere DNA’ya
baglanir. Sisplatin tarafindan olusturulan DNA eklentileri, apoptoz ile sonuglanacak
olan DNA replikasyon ve/veya tanskripsiyonunu inhibe eder ve bazi sinyal
transdiiksiyon yolaklarini1 aktive eder (157). Sisplatinin (CDDP) hedef etkileri,

biitiinsel olarak Sekil 2.7.’de goriilmektedir.
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Sekil 2.7. Sisplatin hedefleri (158).

Sisplatinin neden oldugu toksik etkilerin altinda yatan bir¢ok mekanizma ileri

stiriilmektedir. Bu mekanzimalar asagidaki sekilde verilebilir;

- Oksidatif stres

Normal fizyolojik sartlar altinda hiicreler ROS diizeyini, ROS olusum ve
onlar1 elimine eden slplrici sistem arasindaki dengeyle kontrol etmektedir. Ancak
kanserli hicreler, onkojenik stimulasyon, artan metabolik aktivite ve mitokondriyel
malformasyondan dolay1 normalden daha ¢ok ROS fiiretir.

Oksidatif stres, en oOnemli sisplatin sitotoksik mekanizmalardan biridir.
Sisplatin ile indiiklenmis oksidatif streste primer hedef mitokondridir; mitokondriyel
protein sulfur grubu kaybi, kalsiyum alim inhibisyonu ve mitokondriyel membran
potansiyelinde azalma ile sonuglanir (159). ROS olusumu sisplatin konsantrasyonuna
ve maruziyet siiresine baglidir (160). Hiicreler arasi redoks dengesi tiyol grubu (-SH)
igeren molekiillerle saglanmaktadir. Asir1 miktardaki ROS, hem ekstrinsik hem de
intrinsik yolak aracili apoptozu indiikleyebilir (161). Daha da yiiksek ROS, kanserli
hiicrede hem apoptoz hem de nekrozun olugsmasina neden olabilir (162). Ayrica
ROS, sitoplazmik bilesenlerin sekester olusumunu iceren hiicrenin kendi katabolik

prosesi olan otofaji aracili hiicre 6liimlerini de indiikleyebilir (163).
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- Kalsiyum sinyal yolaklarinin degistirilmesi

Sisplatinin diisiik hiicreler arasi klor iyon konstrasyonlarinda olusturdugu
hidrolize olmus formlarinin, sisplatinden bin kat daha reaktif oldugu ve oksidatif
fosforilasyonu ayirarak mitokondriyel solunumu inhibe ettigi gosterilmistir. Bu
durum da kalsiyumun mitokondriden sizmasina ve hiicresel kalsiyum diizeylerinin
gecici siireli atisina neden olmaktadir. Sisplatinin kalsiyum dengesini bozmasiyla
oncelikli olarak lipid peroksidasyon ve enzim inhibisyonu gibi olaylar gergeklesir.
Bu olaylar mitokondriyel hasar, mitokondriyel fonksiyon inhibisyonu, ATP ve diger

ko-faktorlerin tilkenmesi araciligiyla hiicrelere zarar vermektedir (164, 21).

- Apoptoz

Apoptoz, hiicre  buzilmesi, kromatin  kondensasyonu,  membran
tomurcuklanmasi, fosfatidilserinin disar1 verilmesi ve kaspaz (sistein proteaz
ailesinden enzim) aktivasyonuna neden olan enerji bagimli kontrollii hiicre 6limiidiir
(165).

Sisplatin oncelikli olarak apoptoz ile hicre 6lumind indlkler ve apoptoz
sinyalindeki bir hasar sisplatin direncinin olugmasina neden olur. Ekstrinsik ve
intrinsik olmak Uzere iki blyik apoptotik hiicre 6lum yolagi bulunmaktadir.
Ekstrinsik yolak, o©liim ile indiiklemis sinyal kompleksi olusturmak iizere
lingandlarin TNF-a reseptoriine baglanmasi, bunu takiben adaptér molekiil araciligi
ile prokaspaz-8’in oligomerizasyon ile baslar. Intrinsik yolak ise, DNA hasar1 gibi
hlcresel stres ile baslar ve prokaspaz-9’un aktivasyonu ile sonu¢lanan mitokondriden
sitokrom-c salinmasi ile sonuglanir.

Sisplatinin klinik basarisinin 6ncelikli olarak apoptozu tetiklemesinden mi
geldigi sorusu halen tartismaya acik olmakla berebar sisplatin ile indiiklenmis
apoptoz i¢in iki yolak dnerilmistir. Bunlardan birincisi tiimor baskilayict protein 53’1
icerir; ikincisi ise P53-iliskili p73 proteinidir (166). p53, sisplatin ile indiiklenmis
hiicre 6liimiindeki en biiyiik araci olarak belirtilmistir. pS3 tiimor baskilayicisi, hiicre
dongiisiinii durdurma veya DNA hasari, onkogen aktivasyonu ve hipoksiye cevaben
apoptozu indukler (167).

In vitro, diisiik konsantrasyonlardaki sisplatin apoptotik hiicre dliimiine neden
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olurken, daha yiiksek konsantrasyonlarda nekoraza neden olmaktadir (168, 169).
Sisplatin ile indiiklenmis renal epitelyal hiicre 6liimii nedenleri arasinda; TNF gibi
olum reseptorleri ile aktive olan ekstrinsik yolak, intrinsik mitokondriyal yolak ve
endoplazmik retikulum stres yolagi da dahil olmak {izere birka¢ apoptotik yolak
tanimlanmustir (170, 171).

- Protein kinaz C aktivasyonu
Hicrenin sisplatin hassasiyeti/direnci Uzerindeki etkisi, protein kinaz
izoenzimlerin sekline ve hiicresel igerigine baglhidir. Sisplatinin protein kinaz c

aktivasyonu ile apoptoza neden olabilecegi bildirilmistir (172).

- Mitojen ile Aktiflenmis Protein Kinaz (MAPK) aktivasyonu

Sisplatinin baz1 hiicre tiplerinde ektraseluler sinyal ile regile olmus kinazin
(ERK) aktivasyonuna neden oldugu ve sisplatin ile indiiklenmis ERK aktivasyonu,
sisplatin ile indiiklenen DNA hasarmin p53 aracili onarimina bir zaman verdikten
sonra, hiicre dongiisiiniin durmasina yol agabilecegi bildirilmistir (173).

Cevresel stres, p38 MAPK gen ailesini aktive eder ve p38 MAPK, p53 ile
etkileserek apoptozu baglatmak igin proapoptotik PUMA ve NOXA genlerinin

transkripsiyonunu stimule ettigi gosterilmistir (174).

- Jun Amino-Terminal Kinaz (JNK) aktivasyonu

c-Jun N-terminal kinaz veya stres ile aktiflenmis kinaz, DNA hasar1 da dahil
olmak ftizere ¢esitli stres uyaricilar tarafindan aktive edilir. Sisplatinin hem cis hem
de trans formlar1 JNK yolaginmi aktif hale getirir. P53’iin proapoptotik formu olan
p73, sisplatin ile indiiklenmis apoptoza yol agmak iizere JNK ile bir kompleks
olusturur (175).

- Akt aktivasyonu

Akt, fosfotionitisid 3-kinaz yoninde hareket eden serin/treonin kinaz
ailesindendir ve hiicre canliliginda énemli bir rol oynamaktadir (176). Sisplatin ile
indiiklenmis DNA hasarinin, ser136’da Akt aracili BAD fosforilasyonuna neden

oldugu gosterilmistir. Temel olarak BAD, sisplatin ile indiiklenmis DNA hasar1 olan
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hiicrelerde fosforile olur ve BAD’1n bu fosforilasyonu hem sisplatine duyarli hem de
direngli olan hiicrelerin sislatin ile tedavisi sonrasinda hiicre canlilig1 i¢in gereklidir

(177).

- DNA katim iiriinii olusturma

CDDP oncelikli olarak hiicresel DNA ile ¢esitli bifonksiyonel eklentiler
olusturarak DNA hasar1 olusturan bir antikanser ila¢ olarak diisliniilmiistiir (178).
Sisplatin reaktivitesi etrafindaki klor konsantrasyonlarindan etkilenmektedir. Kanda
ve hicreler arasi sivilardaki fiyolozik klor konsantrasyonu yaklasik 100 mM ve
dolayist ile sisplatin nispeten daha az aktiftir. Hiicre i¢inde klor miktar1 birkag
milimolara diiser ve sisplatinin aktivitesi artar. Sulu soltisyonlarda sisplatin i¢indeki
klor iyonlari, bilesigin aktif formlarini gosteren sulu tiirlerin olusumuna izin vermek
igin ayrilir. Ciftlesmemis elektronlu oksijen, nitrojen ve sulfur iceren nikleofilik
gruplar, klor iyonlar1 yerine platine baglanir. Bu gruplar bir¢ok amino asit zincirinde

ve DNA veya RNA’nin purin bazlarinda bulunur (Sekil 2.8.) (179).

a

HN - Cl
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/f‘
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Sekil 2.8. Sisplatinin DNA eklentisi olusturmasi (179).

Sisplatin ile reaksiyona giren diger bir giliclii niikleofil, glutatyondur.
Glutatyonun sisplatin ile etkilesimi sonucu adenozin trifosfat (ATP) bagimh disa
atim pompasi ile hiicreden atilmasi kolaylasan bir bilesik olusur. Boylece glutatyon,
sisplatinin DNA’ya ulagsmadan 6nce reaktif platin iceriklerini engelleyerek sisplatin
direncine neden olabilir (179).

Sisplatinle modifiye edilmis B-galaktosidaz enzim habercisi genin insan veya

hamster hiicrelerine eklenmesiyle transkripsiyonda {i¢ kat azalma goriildigi
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bildirilmistir (180).

- Inflamatuvar yamt

Inflamatuar yanitin sisplatin sitotoksisitesinde énemli bir role sahip oldugu
son yillardaki caligmalarda gosterilmistir. Bir proinflamatuvar sitokin olan TNF-a
uretiminden sorumlu NF-kB de olmak iizere, bircok calismada sisplatinin bazi
inflamatuvar sitokin ve kemokini arttirdigi da bildirilmektedir. Sisplatinin
sitotoksisitesi, ROS disinda sitokin ve kemokinler tarafindan da arttiritlmaktadir (181,
182).

Sisplatinin uzun ve kisa donemli etkileri g¢esitli faktorler tarafindan
etkilenmektedir (Tablo 2.5.) (183).

Tablo 2.5. Sisplatin metabolizmasi ve toksisitesini etkileyen faktorler.

Toksik durum Faktorler

Hucresel  faktorler/DNA  hasar | -Huicresel senesans

cevabi - Hiicresel 81im (apoptoz, nekroz)
- Hiicre disfonksiyonu

Genom instabilitesi

Doku farakhhklar: -Metabolizma

- Farmakokinetik

- Proliferatif durum

- DNA hasar cevabi
Sistemik farkhliklar -Beslenme durumu

- Hormonal (cinsiyet)

- Immunolojik etkiler
- Yas
- Etnisite

Tleri yas - Ototoksisite
- Norotoksisite
- Nefrotoksisite

Kanser -Sekonder malignansi (akut 16semi gibi)
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2.2.4. Sisplatin Toksisitesi

- Tsitme sistemi iizerine toksisitesi

Sisplatin, bilinen en ototoksik ilagtir. Sisplatin pediyatrik solid tiimorlerin
tedavisinde kullanilmaktadir ve c¢ocuklarda doz sinirlandirict en biiyiik toksisite
duyma kaybidir. Tedavi olan hastalarin %10 — 90’inda degisen diizeylerde duyma
kayb1 gelisir. Bu degisiklikler geri doniisiimsiizdiir ve pediyatrik hastalar bu duruma
cok yatkindir (184, 185). Bu bozulma, Corti organindaki isitme sensor hucrelerini
etkiler ve hem duyma hem de vestibuler fonksiyonlar etkilenebilmektedir (186).
Ototoksisite geri doniisiimstizdiir ve bu etki hipoalbunemi, uygulanan diger tedaviler,
genetik faktorler, renal yetmezlik ve hastanin yasi ile iliskilidir (187).

Rademarker-Lakhai ve ark. (188), isitsel toksistenin NSCL karsinomu olan
hastalarda sisplatin/gemsitabinin doz ve program yogunlugu ile iliskili oldugunu
belirtmislerdir. Isitme kayb1 temel olarak yiiksek sikliklarda ve daha gok her iki
haftada bir uygulandiginda goriilmiistiir (188).

- Bobrek tzerine toksisitesi

Nefrotoksisite, sisplatinin dozunu sinirlayan 6nemli bir diger toksisitedir.
Sisplatin nefrotoksisitesi sisplatinin renal epitelyal hiicrelere girisi, niikleer ve
mitokondriyel DNA’y1 hasara ugratmasi, ¢oklu hiicre o6liimii, yasam yolaklarini
aktive etmesi, gii¢lii bir inflamatuvar cevap olusturmasi dahil bu ekilerin biitiinsel bir
sonucu olarak ortaya ¢ikar (189).

Sisplatin ugyulanmasindan birka¢ glin sonra baslangicta kendini serum
kreatinin ve kan iire nitrojenin konstrasyonundaki artig ile renal yetmezlik kendini
gosterir. Idrar ¢ikis siklikligr azalir (oligurik olmayan), idrarda glukoz ve proksimal
tubiiler yetersizliginin belirteci olarak da az miktarda protein igerebilir.
Hipomagnesemia da yaygindir ve genellikle glomerular filtrasyon hizinda diisiis
olmasa bile tekararlayan sisplatin dozlarindan sonra goriiliir. Genellikle 2-4 haftalik
bir periyot sonrasinda renal fonksiyonlarin iyilestigi bildirilse de iyilesmenin
olmadigi durumlar da raporlanmistir. Progresif ve kalici nefrotoksisite, koruyucu
Onlemlere ragmen sisplatin tedavi kiirlerinin sonucunda goriilebilmektedir (190,

191).
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Doz, siklik, kiimiilatif doz, ileri yas, kadin olmak, sigara, hipoalbiminemi
varolan renal yetersizlik (insanlarda siirli veri bulunmaktadir) durumlari
nefrotoksisiteyi arttiran faktorler arasinda yer alir. Ayrica diyabetin (insanlarda kesin
degildir) ve organik katyon tasiyicist (OCT2) polimorfizm varligimin da
nefrotoksisiteyi arttirabilecegi ileri siiriilmiistiir (192). Yapilan bir ¢aligmada 50
mg/m? viicut yiizey alamindan yiiksek sisplatin dozu uygulandiginda, glomerular
filtrasyon hiz1 ile plazma magnezyum konsantrasyonun diistiigii gosterilmistir (193).

Son zamanlardaki raporlar, sisplatin nefrotoksisitesine (deneysel) dogrudan
aracilik eden T lenfositler ile sisplatinin inflamatuvar patogenizini desteklemektedir.
Sisplatin kanser hastalarinda uygulandiginda, hedeflenmis T lenfositleri bu yan
etkileri azaltabilmektedir (194).

Aragtirmacilar, sisplatin ile indiiklenen nefrotoksisitenin insan ve si¢an
bobrek kesitlerinde morfolojik olarak gen ekspresyonu ve fonksiyonel degisiklikler
ile karakterize oldugunu bildirmistir. Bobrek geni ekspresyonundaki degisiklikler,
sisplatinin  DNA hasarma, hiicre biliylimesinin engellenmesine ve apoptozun
tetiklenmesine isaret etmektedir. Protein hasarina ugrayan genler, sisplatin
tastyicilarin - hasarma, kalsiyum homeostazinin ve hiicresel metabolizmanin

bozulmasina ve oksidatif strese neden oldugu belirtilmistir (195).

- Sinir sitemi Gzerine toksisitesi

Periferal noropati, sisplatinle iliskili doz sinirlayict en 6nemli sorundur (196).
Sisplatin alan hastalarin yaklagik olarak %50’sinde periferal noropati gelistigi, ancak
300 mg/m?den daha yiiksek bir kiimiilatif doza ulasilana kadar toksisite olusmadig
belirtilmistir (197, 198). Periferal norotoksisitenin belirti ve semptomlari; {ist ve alt
ekstremitede titresim hissi kaybi, pozisyon hissi kaybi, karincanlanma, parastezi,
halsizlik, tremor ve tat kaybini igerir (199-201). NObet ve lokoensefalopati de
tanimlanmistir (202, 203). Tedavinin kesilmesinden sonra norolojik bozukluklarin
kademeli olarak dizelebildigi ve bir siireligine veya tamamen Kalici da olabildigi
belirtilmektedir (204).

- Karaciger iizerine toksisitesi

Sisplatinin yiiksek dozlar1 hepatotoksisiteye neden olabilir. Oksidatif stresin,
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sisplatin ile indiiklenmis karaciger hasarinda 6nemli rol oynadigi belirtilmistir (205).
Sisplatin tedavisi, dolasimdaki transaminaz ve bilirubinin artisi ile iliskilendirilmistir
(206).

Sisplatinin si¢anlarda lipid peroksidasyonunu arttirdigi ve dokularin tiol
durumunu degistirdigi ve buna eslik eden enzimatik antioksidan degisikliklerine yol
actig1 bildirilmistir. Sisplatin uygulamasindan sonra glutatyon ve glutatyon rediiktaz
diizeylerinin 6nemli derecede azaldigi, glutatyon peroksidaz, gamma-glutamil
transpeptidaz ve katalaz enzim diizeylerinin ise onemli derecede artis gosterdigi
belirtilmektedir. Ayrica sitokrom P450 diizeyi artarken sitokrom b(5) diizeyi
azalmaktadir (207).

Son yapilan c¢alismalar, Yyiksek dozda selenyum ve vitamin E
uygulamalarinin sisplatinin karaciger hasar etkilerinde koruyucu etki olusturdugunu

gostermistir (208).

- Hematolojik sistem Gzerindeki toksik etkisi
Yapilan c¢alismada sisplatin  uygulanmasina bagli olarak anemi,

trombositopeni ve ndtropeni gelismistir (169).

- Gastrointestinal sistem tzerindeki toksik etkisi
Sisplatinin doz bagimli olarak uygulanmasindan sonra bulant1 ve kusmaya

neden oldugu bildirilmistir (209).

- Kardiyovaskiler sistem Uzerine toksisitesi

Sisplatin tedavisi kardiyotoksisite ile iliskilendirilmistir. Sisplatinin neden
oldugu kardiyotoksisite, elektrokardiyografik degisim, ventrikiiler aritmi,
supraventrikiiler tasikardi, atrial fibrilasyon, siniis bradikardisi ve atriyoventrikiiler
blok gibi bulgularla gosterilmistir (181).

Sisplatin ile antineoplastik tedavi sonucunda uzamis QT araliginin da dahil
oldugu elektrokardiyogram degisikliklerine neden olabildigi bildirilmistir (210).

Sisplatin tedavisinde vaskuiler endotelyal hasar, akut miyokard infarktisu,
otonomik kardiyovaskiler disfonksiyon, hipertansiyon ve hipotansiyonun da
gorildigi bildirilmistir (181).
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Kardiyak membranlarin sisplatin ile indiiklenmis lipid peroksidasyonunu
sonucu kardiyak miyositlerden LDH ve kreatin kinaz sizintisi olusarak

kardiyotoksisteye neden olabilecegi bildirilmistir (211).

- Ureme sistemi tizerindeki toksik etKisi

Deneysel olarak ¢ok sayida antikanser ilag, sperm kromozomlarinda
degisikliklere yol ag¢maktadir. Sisplatinin diisiik dozunda Leyding hiicre
fonksiyonlarinda olumsuz bir etki yaratmadigi, fakat kemoterapinin kiimiilatif
yiiksek dozunda kalic1 hasar olusturdugu belirtilmektedir (193).

Ciftci ve ark. (212)’nin yaptigi ¢alismada, sisplatinin doz bagimli oksidatif ve
histolojik hasar1 arttirarak iireme sistemi lizerinde toksisiteye, serum testesteron
duzeylerinde azalma ve negatif yonde degismis sperm Ozelliklerine neden oldugu
gosterilmistir (212).

Sisplatin, plasentay1r gecerek fetal hasara neden olabilmektedir. Sisplatinin
deney hayvanlarinda teratojenik ve embriyotoksik oldugu gosterilmistir (193).
Insanlarda fetal risk yarattigindan dolayr FDA gebelik risk kategorisinde D sinifi

olarak belirlemistir.

- Alerji ve Immiinolojik etkileri

Sisplatinin ates ve hemoliz gibi alerjik reaksiyonlarin yani sira fasiyal 6dem,
bronkokonstriiksiyon, tasikardi ve hipotansiyon ile karakterize edilen anaflaktik
reaksiyonlara da sebep olabilecegi rapolanmigtir (150, 209).

Astolfi ve ark. (213)’nin St. Anna Universitesi Hastanesi, Ferrara’da 123
hastanin katildig1 ve 6 yil siiren ¢aligmalarinda, sisplatin uygulamasina bagh gelisen

istenmeyen etkileri raporlamislardir (Tablo 2.6.) (213).
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Tablo 2.6. Sisplatin uygulamasina bagli gelisen istenmeyen etkiler.

Toksisite Istenmeyen etki

Gastrointestinal Bulanti, kusma, diyare, konstipasyon, epigastralji,

bozukluklar pirozis, disfazi, yemek sonrasi midede siskinlik hissi,
beyaz dil, tad alma duyusunda bozukluk, tad bozuklugu

Hematolojik Anemi, I6kopeni, nétropeni ve trombositopeni

toksisite

Dermatolojik Alopesi, kasinti, dokiintii, 6dem, kol flebiti, mukozit

bozukluklar

Norotoksisite Sefaljinin takip ettigi parastezi, konusma bozukluklari,

afazi, agnozi, bayilma, konviilsiyon, panik ve geg¢ici
iskemik ataklar, gorme bozuklugu, motor sensor
eksikligi, motor koordinasyon bozukluklar1

Nefrotoksisite Elektrolit degisiklileri, kan nitrojeninde, kreatin ve {irede
arti, pollakitiri, hematuria, oliguri, poyuri, Uriner trakt
infeksiyonlari ve renal yetmezlikte bobrek spazmlari

Hepatik toksisite  Hematogali ve hepatik enzimlerde artig (transaminaz,
bilirubin, y-glutamil transpeptidaz

Solunum Oksiiriik, dispne, polipne ve gogiis agrist
bozukluklari

Genital Vajinal bosalma gibi kadin jinekolojik semptomlari
apparatus

bozuklukari

Diger Hiposteni ve asteni, ates, kilo kaybu, tat kaybi

2.3. Sitotoksisite Belirleme Yontemleri

Sitotoksisite, hiicre islevlerinde ve yapisinda Onemli hasar meydana
gelmesidir  (214). Sitotoksisitenin  belirlenmesinde in vitro olarak farkli
testler/yontemler gelistirilmistir.  Sitotoksisite testleri ile hiicrenin yasamsal
olaylarinda meydana gelen degisiklikler ve hiicrelerdeki hasar derecesi belirlenir. Bu
testler, bir kimyasal maddenin olas1 toksik etkilerinin degerlendirilmesini saglar ve
hiicre canliligl, hiicre bdliinmesi, hiicre zar1 ve organel hasari, protein ve DNA

sentezi gibi hiicresel olaylar hakkinda bilgi verir (215, 216).
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Sitotoksisite testlerinde farkli hiicre kiiltiirleri kullanilmaktadir ve 6zellikle
toksisitenin degerlendirilmesinde ¢ok Onemlidir. Hiicre kiiltiirleri, primer hucre
kultarleri, sonlu hucre kulturleri ve strekli hucre kulttrleri olarak siniflanabilirler.
Ozellikle ilag etkinliginin ve kimyasal maddelerin toksik etkilerinin degerlendirildigi
caligmalarda, farkli hiicre kiiltiirlerinin ~ kullanildigt  in  vitro  testlerin
kullanilabilirliginin ve gecerliliginin artti1 goriilmektedir. /n vitro test sistemlerinin
avantajlar1 yaninda dezavantajlar1 da vardir.

Avantajlari: Molekiiler diizeyde ¢alismalarin yapilmasini saglar. Hiicrelerde
olusan degisimler kalitatif ve kantitatif olarak belirlenebilir; hiicrenin bulundugu
ortamin kosullart degistirilerek, hiicrelerde ortaya c¢ikabilecek degisiklikler
izlenebilir; insan hiicre kiiltiirleri kullanilarak, hiicre tipine gore, hiicrenin biiyiime ve
cogalmasi i¢in gereksinim duydugu kosullar daha ¢abuk ve kolay belirlenir; farkli
hiicre tiplerinde farkli kimyasal maddeler ile ortaya cikabilecek toksik etkiler daha az
maliyet ve zaman harcanarak incelenebilir; hiicresel olaylarda 6zellesmis bir iglevin
degerlendirilmesine ve uygun hiicre tipi segilerek istenen organdaki etkinin
incelenmesine olanak saglar.

Dezavantajlari: Tirler aras1 farkliliklar nedeniyle, bazi hayvan hiicre
kiiltiirleri insan hiicreleriyle benzer yanit vermeyebilir. Insan hepatositleri gibi bazi
kiiltiirlerin de bulunmasi zor ve pahalidir. Bazi hiicre tipleri klonal biiyiime
gostermediklerinden kiiltiir ortamlarinda kisa siirede canliliklarini kaybedebilir. Bu
hiicre kiiltiirlerinin kronik toksisite testlerinde kullanilmalari olanaksizdir. Bazi
hiicreler yavas cogalir ve bu hiicreler kisa siirede fenotipik degisikliklere ugrayabilir.
Tek bir test sistemi igin tek bir hiicre kullanilmasi ve bu durumda in vitro testlerin in
Vivo test sonuglarini tam olarak yansitmasi beklenemez. /n vitro toksisite testleri icin
diizenleyici kuruluglar ve bilim ¢evrelerince yaymlanmis kesin ve kabul edilmis az
sayida kilavuz bulunmaktadir.

Hlcre Kkultirinde hiicrelerin  canliliginin  belirlenmesinde  kullanilan
sitotoksisite testlerinde, membran biitiinliigii bozulan hiicre igerisine alinan tripan
mavisi, eritrosin veya naftalin siyah1 gibi boya ile ya da membran biitiinliigi
bozulmamig saglam hiicrelerin igerisine alinan diasetil florasan, nétral kirmizi gibi
boyalar kullanilir. Sitotoksisitenin degerlendirilmesi dort ana bashik altinda

incelenebilir: (215, 217)
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a. Hiicre canliliginin degerlendirilmesi
b. Yasamsal devamliliginin degerlendirilmesi
c. Hiucre proliferasyonunun degerlendirilmesi

d. Metabolik sitotoksisitenin degerlendirilmesi

2.3.1. Hiicre Canhihiginin Degerlendirilmesi

Bu yontemlerde membran biitiinlii§ii bozulan hiicre igerisine alinan tripan
mavisi, eritrosin ya da naftalin siyahi gibi boyalar ile ya da membran biitiinligii
bozulmamis canli saglam hiicrelerin icerisine alinan diasetil florasan ya da notral
kirmiz1 gibi boyalar kullanilmaktadir. Hiicre canliliginin degerlendirilmesinde
kullanilan testler ile akut toksik etkiler belirlenir (218).

- Noétral kirmizi alim testi

Notral kirmizi boyasinin canli hiicrede hiicre ig¢ine alinmasi ve lizozomda
birikmesi esasina dayanir. Boyanan hiicreler hemositometre iizerine yerlestirilir,
optik mikroskop altinda canlilik yiizdesi tespit edilir. Ayrica boyanan hiicreler
spektrofotometrik olarak da olgulebilir (219).

- Tripan mavisi testi

Tripan mavisinin membran biitiinliigli bozulmus o6l hiicrelerde birikmesi
esasma dayanir. Notral kirmizi testinde oldugu gibi hemositometre ile boyanan
hiicrelerin orani tespit edilir (219).

- Floresan metodu

Canli hiicre igerisine girebilen diasetil floresan boya veya membran
biitlinliigii bozulmus hiicre igerisine girebilen propidyum iyodiir floresan boya
kullanilir. Floresan boyalar ile boyanmis hiicreler flow sitometri veya floresan

mikroskobu ile degerlendirilir (219).

2.3.2. Yasamsal Devamhiliginin Degerlendirilmesi

Yasamsal devamliligin degerlendirilmesinde kronik toksik etkiler incelenir.

Toksik etkilere maruz kalan hiicrelerde etkiler birkag saat, giin veya daha ge¢

gortlebildiginden ve kisa donemde ortaya ¢ikan toksik etkiler geri doniistimlii
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olabileceginden canlilik oraninin  belirlenmesinde, uzun dénem testleri
kullanilmaktadir.  Diigiik  hiicre  yogunlugunda koloni olusturma  diizeyi

belirlenmektedir (218).

2.3.3. Hiicre Proliferasyonunun Degerlendirilmesi

Sitotoksik etki profili aragtirilan maddenin hiicre proliferasyonunu belirlemek
amactyla uygulanan testler arasmnda °H-timidin testi ve 5-bromo-2’-deoksiiridin

(BrdU) immiinohistokimyasal yontem yer alir.

- *H-timidin testi
Hiicre proliferasyonu esnasinda uygulanan bir radyoizotop olan *H-timidinin

hiicre i¢ine alinmasi ve radyoaktivite dl¢limii ile yeni DNA sentezi tespiti esasina

dayanir (218).

- BrdU imminohistokimyasal teknik

Bu teknik, BrdU araciligi ile immiinohistokimyasal olarak antikorlarin
isaretlenerek hiicre ve doku antijenlerinin gosterilmesi esasmna dayanir. BrdU
uygulanan proliferasyon donemindeki canli hiicreler anti-BrdU monoklonal
antikorlar ile boyanarak sayim yapilabilir ya da ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) kiti kullanilabilir (220).

2.3.4. Metabolik Sitotoksisitenin Degerlendirilmesi

Metabolik sitotoksisitenin degerlendirilmesinde kullanilan testler ile hiicre
sayisindaki net artig, total protein miktari, DNA artigi, metabolik aktivite
belirlenebilir.  Bu test yontemleri yiiksek yogunluga sahip hiicrelerin
degerlendirilmesinde tercih edilir (215). Bu testler, uzun donemde olusabilecek
toksik etkiyi belirleyebilen, hiicrelerin metabolik veya proliferatif kapasiterini 6lcen,

ucuz ve hizli yontemlerdir.

- MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromdr) testi
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Mosmann tarafindan (1983) gelistirilen MTT yontemi, makrofaj aracili
sitotoksisitenin nicel olarak belirlemesinde yaygin olarak kullanilan ve hizli, kolay
uygulanabilir kolorimetrik bir test yontemidir (221). _MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difeniltetrazolyum bromdir), suda c¢oziinen bir tetrazolyum tuzu olup fenol
kirmizis1 icermeyen ortamlarda hazirlanan ¢ozeltisi sar1 renklidir. Yontemin esast,
sar1 renkli MTT ¢dzeltisinin, ¢ozlinmeyen menekse-mor renkli formazan kristallerine
dondstiiren canli hiicrelerdeki mitokondriyal redliktaz enziminin aktivitesinin
Olgiilmesine dayanir (221). Canli hiicrelerde siiksinat dehidrogenaz gibi
mitokondriyal enzimlerin metabolik aktiviteleri ile tetrazolyum halkas1 agilarak suda
¢oziinmeyen mor formazan MTT kristalleri olusturulur. Bu kristaller yalnizca aktif
mitokondrinin aktivitesinin bulundugu canli hiicrelerde goriliir (221-223). Organik
cozlculerde kolayca ¢dzunen formazan kristalleri, konsantrasyon- bagimli olarak
spektrofotometrik yontemle goriiniir dalga boylarinda 6lgiilen bir absorbans verir. Bu
Olgiilen absorbans degerleri dolayli olarak hiicrelerin canliligim1 yansitir. MTT
yonteminde, hiicre i¢i mitokondrinin metabolik aktivitesi degerlendirilirken, hiicreler
aras1 aktivitelerin degerlendirilmesine olanak vermez (224).

XTT ve WST testlerii MTT testinde oldugu gibi, bu maddelerin
soliisyonlarinda bulunan tetrazolyum tuzunun, hiicre mitokondrilerinde bulunan
dehidrogenaz enzimleri tarafindan parcalanarak renkli formazon kristaline
indirgenmesiyle gergeklesen metabolik aktivitenin spektrofotometrik olarak

belirlenmesi esasina dayanir (215).

- Laktat dehidrogenaz (LDH) testi
Kolorimetrik sitotoksisite degerlendirme yontemi olan LDH test yontemi,
hiicrede membran hasar1 veya sitoliz durumunda hasarli hiicreden hiicre besiyeri

ortamina salinan sitozolik bir enzim olan LDH 6l¢iimii esasina dayanir (215, 220).

- Alamar mavisi testi

Alamar mavisi boyast ile hiicre canliligt ve proliferasyonunun
degerlendirildigi hem florometrik hem de kolorimetrik renk degisimlerinin tespit
edildigi, metabolik aktivitenin belirlendigi bir yontemdir. Alamar mavisinin

indirgenmesi ile medyumdaki rengin maviden (okside) pembeye (indirgenmis)
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doniismesi esasina dayanir. Alamar mavisi testi, MTT testine gore pahali bir

yontemdir (215, 217).

- Sulforodamin B testi
Hiicre proteinlerinin kolorimetrik olarak dl¢limii esasina dayanir. Belirlenen

protein miktari hiicre sayisi ile iliskilendirilir (215, 217).

2.4. Cahismada Kullanilan Hiicre Hatti

Insan serviks (rahim agzi) kanseri hiicreleri (HeLa)

Amerika Birlesik Devletlerin’de 1951°de ilk defa insandan koken alan kanser
hlcreleri, servikal adenokarsinomali olan 31 yasindaki kokenini Afrika’dan alan ve
ad1 “Henrietta Lacks” olan hasta kadindan alinmistir ve kiiltiir ortaminda {iretilmistir.
Hucrelerin alindig1 yil hasta, kanserin yayilim gostermesinden dolay1 6lmiistiir, fakat
hastadan alinan hiicrelerin 6liimlii olmadig1 raporlanmistir ve hastanin anisina hiicre
hatlarinin adina HeLa hiicre serileri denilmistir. Serviks kanser hiicre hatlari,
Oliimsiizliiklerinin anlasilmasindan sonra standart hiicre soyu olarak kullanilmis ve
1951 yilindan sonra ¢ok sayidaki arastirmalarda hiicre modeli olarak secilmistir ve
kullanimla beraber bilimsel gelismelerde ¢ok dnemli veriler elde edilmistir. Kanser
arastirmalart i¢in giinlimiizde siklikla kullanilmaktadirlar (Sekil 2.9.) (225,226).

Adheran o6zellige sahip olan HeLa hiicreleri, epitel karakterli sekiller
sergilemekte olup yeni bir jenerasyonu takriben 24 saatte iiretebilecek hizda prolifere
olabilmektedirler. Disiikk P53 ekspresyonu olan HeLa hiicrelerinin  normal

retinoblastoma baskilayci gen eksperesyonlari vardir (225-228).

Hela Hucresi

fr A T i, S
LA 7 B30 0 s

Sekil 2.9. HelLa hiicrelerinin (A) diisiik konsantrasyonlarda, (B) yiiksek
konsantrasyonlarda mikroskobik gortinimleri (227).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

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

HeLa (Insan Serviks Adenokarsinoma) Hiicre Hatt1

Timokinon (>% 80)

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

bromdir)
Penisilin-Streptomisin

Timokinon®

RPMI-1640
Sisplatin
Tripan Mavisi
Tripsin-EDTA

Fotal Sigir Serumu (Fetal Bovine Serum, FBS)
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Sigma-Aldrich
Sigma
Sigma-Aldrich

Americal Type

Culture Collection
Sigma

Sigma

PAA

Horphag  Research
(Isvicre)

Sigma
Kogak Farma®
Sigma
Sigma

Sigma



3.2. Kullanilan Arac¢ ve Gerecler

Buzdolab1

Cam pastor pipeti

Derin Dondurucu (-20°C)
Derin Dondurucu (-80°C)
Etlv

Floresan Mikroskop

Hiicre kailturii uyumlu flask (25/75 cm?), 6-/96-kuyucuklu
plaka, pipet (1- 25 ml), santrifdj tipd (15, 50 mL)

Isitict

Inkiibatér (CO2’li)
Karistirici-Isitict

Lam (26x76mm)

Lamel (24x60mm)

Laminar akimli kabin
Mikrofiltre

Mikropipet, 8 kanalli (5-300 pl)

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

Mikrosantrifj
Mikrosantriftj tupu (1.5ml)
Neubauer Cami (Hiicre sayim cami)

Otoklav

Pipet ucu, 0.5-10, 10-200, 100-1000pI’lik
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Hotpoint
Interlab
Ariston
Revco
Dedeoglu
Leica

Corning

Multi-Blok, Lab-Line
Heraeus Instruments
Jankel&Kunkel, Ikamag
Marienfeld

Marienfeld

Heraeus

Millipore® Merck
Eppendorf

Finnpipette, Gilson,

Discovery Confort
Hettich Micro 12-24
Eppendorf
Marienfeld

Rodwell Monarch MP
24

Eppendorf
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Santrifij Heraeus, Hettich

Spektrofotometre SpektraMax M2

Su Banyosu Termal® Laboratory
Tools

Terazi Schimadzu Libror

Vakum Pompasi Welch Vacuum

Yatay calkalayici Edmund Buhler

3.3. Cahisma Cozeltileri

HelL a besiyeri

HeLa hiicrelerinin ¢ogalmasinda kullanilacak besiyeri (vasat) i¢in; 500 ml
RPMI1640 (L-Glutamin igeren RPMI1640 vasati) {izerine 50 ml FBS (~%10) ve 5

ml penisilin/streptomisin (~%1) eklenir. Hazirlanan besiyeri +4°C’de saklanir.

MTT stok cozeltisi (5 mg/ml)
5 mg MTT, 1 ml PBS icinde cozilur. Elde edilen MTT stok cozeltisi
Millipore (0,2 um) filtresi kullanilarak sterilize edilir ve 1siktan uzak tutulur. 4° C’de

en fazla 4 gun saklanabilir. Uzun sire saklanacaksa -20°C’de saklanilir.

Sisplatin ¢ozeltisi

10 mg sisplatin (MA: 300,01 g/mol) 20 ml enjektabl preparat icinde (Kogak
Farma®) c¢oziinmiis halde ve steril olarak bulunmaktadir. Bu ¢ozelti 1,665 mM
sisplatin icerir. 1,665 mM sisplatin ¢ozeltisinden 1201 pl litre alinir ve 2 ml’ye vasat

ile tamamlanarak 1 mM sisplatin ¢6zeltisi hazirlanir.

1 mM Timokinon ¢ozeltisi
10 mM timokinon ¢ozeltisinden 100 pl alinir ve tizerine 900 pl hiicre vasati
ilave edilirek 1 mM timokinon ¢ozeltisi elde edilir (%0,5 DMSO icerir). Cozelti taze

olarak hazirlanmal1 ve 1siktan uzak tutulmalidir.
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3.4.  Hucrelerin Cogaltilmasi

-80°C’de, %10 DMSO igeren besiyerinde saklanan HeLa hiicreleri, calisma
oncesinde 37°C’ye getirilen su banyosunda 1 dk bekletilerek oda sicakligina
getirildi. Daha sonra yapilan her islem steril sartlarda ve hava akigh steril
kabin ortaminda gergeklestirildi. Calismada kullanilacak geregler %70’lik
etanol ile sterilize edildi.

Su banyosunda 37°C’ye getirilen besiyeri (9 ml) ile hicreler (1 ml) steril bir
tip icinde suspande edildikten sonra 1200 rpm’de 5 dakika santrifij
uygulandi ve ustteki berrak kisim (slipernatant) atildi. Bu sekilde hiicre ortami1
yikanarak saklama ortamindaki DMSO uzaklastirildi.

Kalan hiicre pelleti, uygun besiyeri ile karistirilarak 25 cm®lik yatay Kultir
kaplar1 igerisine aktarildu.

Kiiltiir ortamindaki hiicrelerin inkiibator igerisinde (37°C £ 1°C, % 90 + % 5
nem, % 5,0 £ 1 COy/hava) biylmeleri saglandi.

Cogalmaya birakilan hiicrelerin besiyeri her 3 giinde bir degistirildi ve
besiyerinin, kontaminasyon ve doygunluk durumu mikroskopta kontrol
edildi.

Mikroskobik olarak degerlendirilen hiicreler tiim kiiltlir ortamim
kapladiklarinda, ortamdaki besiyeri uzaklagtirildi.

Hicreler 2 kez 5 ml 37°C’ye getirilmis PBS ile yikandi.

Hicrelerin Gzerine 2-5 ml Tripsin-EDTA ¢0zeltisi eklenerek 5-10 dakikalik
tripsin inkiibasyonundan sonra hucrelerin yapistiklart yerden kalkmalari
saglandi. Kalkmayan hiicreler i¢in toksik olan tripsin ile uzun siire
bekletilemeyecegi i¢in kiiltiir kabinin tabanina hafif¢e vuruldu. Hiicrelerin
tutunduklar yiizeyden ayrilip ayrilmadigi mikroskop altinda kontrol edildi.
Eklenen tripsin-EDTA ¢d6zeltisinin iki kati kadar besiyeri ortama ilave
edilerek hiicreler nazikce suspande edildi. Hicre slispandesi steril bir tupe
aktarilarak 1200 devir/dk hizda 25°C’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi.
Stipernatant kismi1 uzaklastirildi ve dipte toplanan hticre pelleti 2 ml besiyeri
ile nazikge silispande edilerek 10 pl’si steril bir ependorf tiipte 90 pl tripan

mavisi ¢ozeltisi (% 0,4) ile iyice suspande edildi.
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Neubauer tipi hiicre sayim lami (hemasitometre) ve bir lamel yardimi ile
hiicre stispansiyonu kapiler etki ile dolduruldu (Sekil 3.1.).

Hiicre sayimi; 151tk mikroskobu altinda hiicre sayici lami olusturan dort
karenin iki kenar cizgileri hari¢ Uzerlerindeki parlak ve renksiz gorintilu
canlt hiicreler sayilarak gergeklestirildi.

Yasayan hiicrelerin konsantrasyonunu hesaplamak i¢in asagidaki formiil
kullanildi:

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

B: Seyreltme faktéri = 10/1 (Hucre suspansiyonu ve tripan mavisi ¢ozeltisi
karigimi)

Yasayan hiicre konsantrasyonu (hiicre/ml) = AxBx10*

Yasayan hiicre konsantrasyonu hesaplandiktan (sayilan hiicre sayist x 10°
hiicre/ml) sonra hiicre siispansiyonu besiyeri kullanilarak hiicre kiiltiirti

caligmalarinda istenilen konsantrasyonlara seyreltildi.

Sekil 3.1. Neubauer hiicre sayim lama.

3.5. Timokinonun HeLa Kanser Hiicre Hatlarinda Sisplatin

Sitotoksisine Etkilerinin MTT Yodntemi ile Belirlenmesi

Laminer kabinin ultraviyole 15181 ¢alismadan 6nce ve sonra 20 dakika agik

birakildi. Calisma ortami ve gerecler kullanim 6ncesi ve sonrast %70’lik
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etanol ile sterilize edildi. Tiim islemler steril sartlarda ve hava akish steril

kabin igerisinde gergeklestirildi.

Madde 3.4’de anlatildig1 tlizere uygun besi ortaminda ¢ogaltilan ve sayilan

hiicreler, ¢oklu pipet yardimi ile 96 kuyucuklu plakalara, her bir kuyucukta

200 pl besiyeri igerisinde 10.000 hiicre olacak sekilde ekim yapildi ve

hicrelerin kuyucuklar iginde tutunup ¢ogalmalari i¢in 24 saat inkiibasyona

birakildi.

Tiim hiicre hatlarinda genis konsantrasyon araliginda sisplatin ve timokinon

tek baglarina 24 ve 48 saat maruziyetin sitotoksisitesi incelendi.

Sisplatin igin 0,49-250 uM; Timokinon igin 1,95-1000 uM konsantrasyon

araliklarinda dozlar1 uygulandi.

Maddelerin 1Cso degerleri belirlendikten sonra timokinonun sisplatin ile

kombinasyonlarinin sitotoksisitesi arastirildi.

- Timokinonun sisplatin sitotoksisitesine etkisinin degerlendirilmesi amaci
ile uygulanan konsantrasyon araliklari;

» Hela hicresinde, 24 saat inklbasyon icin; 20 uM sisplatin + 7,8-250
uM timokinon ve 48 saat igin 10 uM sisplatin + 7,8-250 uM
timokinon kombinasyonlar1 incelendi..

Negatif kontrol olarak, sisplatin ve timokinon i¢in hiicre besiyeri uygulandi.
Inkiibasyon sonunda hiicrelerin ortamlar1 uzaklastirildi.

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

MTT ¢ozeltisi dikkatli bir sekilde atildi.

Kuyucuklara 200 pl PBS ¢ozeltisi ile ilave edilerek yikama yapildi.
Kuyucuklarda olusan formazan kristallerini ¢6zmek {izere her bir kuyucuga
100 pl ¢6zme soliisyonu (DMSO) eklendi. Plak yatay ¢alkalayicida 5 dakika
stireyle ¢alkalandi.

Multiplak okuyucu spektrofotometrede Orneklerin absorbans degerleri 570
nm dalga boyunda 6l¢uldu.

Calisma farkli zamanlarda ii¢ kez tekrarlandi ve sonuclar U¢ caligmanin
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ortalamasi olarak hesaplandi.

14.  Isiga duyarhi bir yontem oldugundan dolay1 deneyin her asamasi miimkiin
oldugunca karanlikta gergeklestirildi.

15.  Her bir madde konsantrasyonu i¢in 6l¢iilen absorbans degerinin, kontrol
degerine oran1 100 ile carpilarak % hiicre canlilig1 elde edildi.
% Hiicre canliligi = (A8/Ak) x 100 ( AS: Ornegin absorbansi; Ak: Kontrol
grubunun absorbansi

16.  Konsantrasyona karsi gelen hiicre canlilifi her madde i¢in grafige gecirildi.
Grafikten elde edilen denkleme gore hiicrelerin %50’sinin 61diigli inhibitor

konsantrasyonu (I1Csp) hesaplandi.
3.6. Istatistiksel Yontemler

Sonuglar ortalamasi+SS (standart sapma) olarak verilmistir. Kontroller ve
madde gruplarn arasindaki istatistiksel farkliliklar “SPSS 10.5 for Windows™ paket
programinda degerlendirildi. Verilerin normal dagilima uygunlugu Kolmorog-
Smirnov testiyle yapildi. Grup farkliliklar1 tek yolii varyans alanizi (ANOVA), LSD
test ile belirlendi. Deneyler 3 kez tekrar edildi. p<0,05, istatistiksel anlamli kabul
edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Timokinonun HelLa Hucrelerinde Sitotoksisitesinin Belirlenmesi

HelLa hucrelerinde timokinonun, 1,95-1000 uM konsantrasyon araliginda 24
ve 48 saatlik inkiibasyon sonras1t MTT yontemi ile dlciilen hiicre canlilig1 lizerine
etkileri Tablo 4.1., Tablo 4.2. ve Sekil 4.1., Sekil 4.2. ve Sekil 4.3.’te verilmistir.

24 saatlik inkibasyon icin, HelLa hucrelerinde negatif kontrol ile
karsilagtirildiginda timokinonun 1,95-31,25 uM konsantrasyon araliginda énemli bir
sitotoksik etki olugturmadigi, ancak 62,5 uM ve iizerindeki konsantrasyonlarinda doz
bagimli olarak hiicre canliligini istatistiksel anlamli olarak azalttifi goriilmektedir
(p<0,05). HeLa hicrelerinde timokinona ait ICsy degeri 24 saatlik maruziyette 143,7
puM bulunmustur.

48 saatlik inkibasyon icgin, HelLa hucrelerinde negatif kontrol ile
karsilastirildiginda timokinonun 1,95-15,62 uM konsantrasyon araliginda énemli bir
sitotoksik etki olusturmadigi, ancak 31,25 uM ve iizerindeki konsantrasyonlarinda
doz bagimli olarak hiicre canliligini istatistiksel anlamli olarak azalttig
gortulmektedir (p<0,05). HeLa hicrelerinde timokinona ait 1Csp degeri 48 saatlik

maruziyette 67,5 uM bulunmustur.
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Tablo 4.1. HeLa hiicre canliligi iizerine timokinonun 24 saat maruziyette etkisi.*

No Cahsma gruplart |. Deney I1. Deney Ill. Deney Hducre
canlihgi
1 () Kontrol 100 100 100 100,00
2 1,95uM TK 97,8 93,8 90,6 94,143,6
3 391uMTK 99,8 91,2 94,3 95,1+4,4
4 781 pMTK 105,1 93,7 88,4 95,7+8,5
5 1562 uM TK 101,5 88,8 86,7 92,348,0
6 3125 yMTK 82,8 87,9 77,5 82,7+5,2
7 625uMTK 72,3 75,0 69,5 72,3+2,8°
8 125 pMTK 48,1 46,2 60,5 51,6+7,8°
9 250 uM TK 26,0 39,9 33,7 33,2+7,0°
10 500 pM TK 16,0 19,9 24,4 20,1+4,2°
11 1000 pM TK 2,3 6,9 11,7 6,9+4.72

* Sonuglar ortalama * standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilign negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak PBS uygulandi. ®p<0,05. negatif kontrol ile karsilagtirild1.

120.0 - HeLa hicresi

;\5 1000 4 ; 3 E”””E N
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Timokinon konsantrasyonu (uM) (24. saat)

Sekil 4.1. HeLa hiicre canlilig1 izerine timokinonun 24 saat maruziyette etkisi.*

* Sonuglar ortalama * standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilign negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak PBS uygulandi. ®p<0,05. negatif kontrol ile karsilagtirild1.
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Tablo 4.2. HeLa hiicre canliligi iizerine timokinonun 48 saat maruziyette etkisi.*

No Cahsma gruplart |. Deney I1. Deney Ill. Deney Hducre
canlihig
1 (-) Kontrol 100 100 100 100,00
2 195pM TK 98,8 108,5 91,7 99,6+8,4
3 391uMTK 102,7 97,0 103,2 101,0+3,4
4 781 pMTK 102,5 93,0 98,8 98,1+4,8
5 1562 pM TK 105,3 93,8 97,8 99,045,8
6 31,25 uM TK 77,6 82,7 75,8 78,7+3,6°
7 625uMTK 59,3 46,6 50,9 52,346,5°
8 125uM TK 32,1 23,8 26,1 27,3+4,32
9 250 yM TK 11,6 11,2 13,1 12,0+1,0°
10 500 pM TK 8,2 6,0 8,6 7,6+1,4°
11 1000 pM TK 33 4,5 2,5 3,4+1.0°

* Sonuglar ortalama * standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilign negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak PBS uygulandi. *p<0,05. negatif kontrol ile karsilastirildi.

1200 - HelLa hicresi
E\O, 1000 4 4 = 1 4
5 800 .
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Timokinon konsantrasyonu (uM) (48.saat)

Sekil 4.2. HeLa hiicre canlilig1 iizerine timokinonun 48 saat maruziyette etkisi.*

* Sonuglar ortalama * standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canliligi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak PBS uygulandi. ®p<0,05. negatif kontrol ile karsilagtirild1.
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Sekil 4.3. HelLa hiicre canlilig1 lizerine timokinonun 24 ve 48 saat maruziyette
etkisi.*

* Sonuglar ortalama * standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilign negatif kontrole gore

degerlendirildi. Negatif kontrol olarak PBS uygulandi. ®p<0,05. negatif kontrol ile karsilastirildi.

4.2. Sisplatinin HeL.a Hucrelerinde Sitotoksisitesinin Belirlenmesi

HeLa hicrelerinde sisplatinin 0,49-250 uM konsantrasyon araliginda 24 ve
48 saatlik inkiibasyon sonrast MTT yontemi ile Olgiilen hiicre canliligl {izerine
etkileri Tablo 4.3. ve Tablo 4.4. ve Sekil 4.4., Sekil 4.5. ve Sekil 4.6.” da verilmistir.

24 saatlik inkibasyon icin, HelLa hucrelerinde negatif kontrol ile
karsilagtirildiginda sisplatinin 0,49-7,81 uM konsantrasyon araliginda 6nemli bir
sitotoksik etki olusturmadigi, ancak 15,62 uM ve iizerindeki konsantrasyonlarinda
doz bagimli olarak hiicre canliligini istatisiksel anlamli olarak azalttig1 goriilmektedir
(p<0.05). HelLa hiicrelerinde sisplatine ait ICsy degeri 24 saatlik maruziyette 20,31
puM bulunmustur.

48 saatlik inkibasyon igin, HelLa hucrelerinde negatif kontrol ile
karsilastirildiginda sisplatinin 0,49-3,91 uM konsantrasyon aralifinda 6nemli bir
sitotoksik etki olusturmadigi, ancak 7,81 uM ve tizerindeki konsantrasyonlarinda doz
bagimli olarak hiicre canliligini istatistiksel anlamli olarak azalttig1 goriilmektedir
(p<0,05). Hela hiicrelerinde sisplatine ait 1Csq degeri 48 saatlik maruziyette 12,9 uM

bulunmustur.



Tablo 4.3. HeLa hiicre canlilig1 iizerine sisplatinin 24 saat maruziyette etkisi.*

No Calisma gruplar I. Deney Il1. Deney  Ill. Deney Hiucre
canhhg
1 Negatif Kontrol 100 100 100 100,040
2 0,49 pM Sisplatin 97,8 106,1 90,0 98,0+8,1
3 0,98 uM Sisplatin 104,9 110,4 96,1 103,8+7,2
4 1,95 puM Sisplatin 98,8 108,0 98,9 101,945,3
5 3,91 puM Sisplatin 95,7 98,8 101,0 98,5+2,7
6 7,81 uM Sisplatin 76,5 86,1 82,2 81,6+4,8
7 15,62 uM Sisplatin 58,3 51,5 65,8 58,5+7,1°%
8 31,25 uM Sisplatin 28,7 30,6 26,7 28,7+2,0°
9 62,5 uM Sisplatin 14,9 16,0 19,1 16,7+42,2°
10 125 uM Sisplatin 6,7 9,6 10,4 8,9+1,9°
11 250 uM Sisplatin 4,0 3,6 8,1 5,242,5°

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

karsilastirildi.
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Sekil 4.4. HeLa hiicre canlilig1 lizerine sisplatinin 24 saat maruziyette etkisi.*

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

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

No Calisma gruplar I. Deney 1. Deney Il1. Deney Hucre
canhhg
1 Negatif Kontrol 100 100 100 100,0+0
2 0,49 pM Sisplatin ~ 102,0 95,0 92,1 96,4+5,1
3 0,98 uM Sisplatin 96,6 95,4 82,1 91,4+8,1
4 1,95 puM Sisplatin 98,1 87,3 83,8 89,7+7,5
5 391 puM Sisplatin 98,1 83,3 81,0 87,449,3
6 7,81 uM Sisplatin 75,2 70,1 73,2 72,8+2,6°
7/ 15,62 pM Sisplatin 30,2 28,6 31,7 30,1+1,6°
8 31,25 uM Sisplatin 7,6 6,8 55 6,6+1,1°
9  62,5uM Sisplatin 6,3 55 5,2 5,7+0,6
10 125 pM Sisplatin 6,5 6,0 55 6,0+0,5°
11 250 pM Sisplatin 7,3 6,6 5,8 6,6+0,8°

* Sonuglar ortalama * standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilign negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak %0,5 DMSO uygulandi. p<0,05. negatif kontrol ile
karsilagtirildi.
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Sekil 4.5. HeLa hiicre canlilig1 {izerine sisplatinin 48 saat maruziyette etkisi.*

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



57

. 120,0 —+-24.h
& 1000 & o . 48h
Bh 800 - Al = HelLa hicresi
o 40,0 _ \ \
2 Al »
2 20,0 - N,
= 0

OF QT AP NV @7 D
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Sekil 4.6. HeLa hiicre canlilig1 {izerine sisplatinin 24 ve 48 saat maruziyette etkisi.*

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

4.3. Timokinonun HelLa Hucrelerinde Sisplatin Sitotoksisitesine

Etkilerinin Belirlenmesi

Timokinonun HeLa htcrelerinde 7,8-250 uM konsantrasyon araliginda 24 ve
48 saatlik inklibasyonda sisplatin sitotoksisitesi Uzerine etkileri Tablo 4.5. Tablo 4.6.
ve Sekil 4.7.”de verilmistir.

HeLa hcrelerinde timokinonun 7,8-250 uM konsantrasyon araliginda 24
saatlik inklbasyonda, sisplatinin 1Csy degerini (20 uM) negatif kontrol ile
karsilastirildiginda doz bagimli (7,8 uM, 15.6 uM, 31,3 uM, 62,5 uM, 125 uM, 250
UM i¢in sirastyla %20,6, %33,3, %46,8, %56,5, %70,8, %84,2) istatsitiksel anlamli
olarak azalttig1 goriilmektedir (p<0,05).

HeLa hucrelerinde timokinonun 7.8-250 uM konsantrasyon araliginda 48
saatlik inkUbasyonda, sisplatinin 1Csp degerini (10 pM) negatif kontrol ile
karsilagtirildiginda doz bagiml (15,6 uM, 31,3 uM, 62,5 uM, 125 puM, 250 uM i¢in
sirastyla %41,6, %44,2, %62,2, %71,1, %81,9) istatsitiksel anlaml1 olarak azalttig
gorulmektedir (p<0,05).
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Tablo 4.5. HelLa hucreleri Uzerinde timokinonun 24 saat maruziyette sisplatin
sitotoksisitesine etkisi.*

No Calisma gruplan I. Deney IlI. 1. Hucre
Deney Deney canlihig

1 (-)Kontrol 100 100 100 100,040

2 SIS0 pM) 47,8 51,4 54,8 51,3+3,5°

3  TK78uM+SIS 41,0 39,2 421 40,8+1,5*°

4 TK 15,6 pM+SIS 34,8 36,5 31,4 34,242,6%"

5 TK313 puM+SIS 29,8 29,2 23,0 27,343,820

6  TK62,5puM+SIS 23,0 21,6 22,4 22,3+0,7°°

7 TK 125 pM+SIS 14,6 16,2 14,2 15,0+1,12°

8  TK250 pM+SIS 8,1 2,3 14,0 8,145,8°

*Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canliligi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak PBS uygulandi. ®p<0,05. negatif kontrol ile karsilastirildi.
Pp<0,05, sisplatin (20 uM) ile karsilastirildi. SIS: sisplatin; TK: timokinon.

Tablo 4.6. HelLa hucreleri Uzerinde timokinonun 48 saat maruziyette sisplatin
sitotoksisitesine etkisi.*

No Calisma gruplan l. Deney II. 1. Hducre
Deney Deney canlhihig

1 (-)Kontrol 100 100 100 100,040

2 SIS (10 pM) 50,8 441 47,0 47,343,3%

3 TK78puM+SIS 43,9 41,0 457 435+2,4°

4 TK15,6 pM+SIS 28,3 27,1 27,4 27,640,6 "

5  TK 31,3 pM+SIS 26,4 26,6 26,2 26,440,22P

6  TK®625 uM+SIS 20,9 14,6 18,1 17,9+3,2°

7 TK 125 pM+SIS 13,7 13,9 13,4 13,740,3%"

8  TK 250 pM+SIS 7,2 9,5 9,0 8,6+1,22°

*Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canliligi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak PBS uygulandi. ®p<0,05. negatif kontrol ile karsilastirildi.
®p<0,05, sisplatin (10 uM) ile karsilastirildi. SIS: sisplatin; TK: timokinon.
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Sekil 4.7. HeLa hicreleri tizerinde timokinonun 24 saat maruziyette (A) ve 48 saat
maruziyette (B) sisplatin sitotoksisitesine etkisi.*

*Sonuclar ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlihigi negatif kontrole gore
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak PBS uygulandi. *p<0,05, negatif kontrol ile karsilagtirildi.
®p<0,05, sisplatin (20 uM ve 10 pM) ile karsilastirilda. SIS: sisplatin; TK: timokinon.
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5. TARTISMA

Ranunculacea (Duigiingigegigiller) familyasinda yer alan ve lilkemizde “¢orek
otu tohumu” olarak bilinen Nigella sativa tohumlar1 ¢ay, kahve, ekmek gibi besinlere
ilave edilerek besinsel olmak tizere kullanildigi gibi geleneksel olarak astim,
oksiiriik, brongit, inflamasyon, diyabet, mide-barsak problemleri gibi cesitli
hastaliklarin tedavisinde uzun yillar kullanildig bilinmektedir.

Corek otu tohumu ugucu yaginin yapisinda bulunan farmakolojik olarak aktif
baslica temel bilesik timokinondur. Timokinonun serbest oksijen radikallerini
stiptirerek oksidatif stresi azalttifi ve antioksidan savunmayi arttirabildigi
bilinmektedir. Yapilan c¢alismalarda timokinonun oksidatif hasara karsi bobrek,
karaciger, kalp, akciger ve mide iizerinde koruyucu etkilere sahip olabildigi ve ¢orek
otu tohumu ve bilesenlerinin antikarsinojenik, antiinflamatuvar, analjezik,
hipoglisemik, bagisiklik sistemini giiclendirici gibi cesitli faydali etkilerinin oldugu
bildirilmektedir (24-27). Yapilan ¢alismalarda timokinonun ¢ok genis bir koruyucu
ve/veya tedavi edici 6zellige sahip oldugu bildirilmektedir Bu genis etkilerine ait
ragmen, s6z konusu etkilerin mekanizmalar1 {izerine yapilan c¢alismalar yeterli
degildir.

Kadinlarda meme ve serviks kanseri diinyadaki 6liim nedenlerinin basinda
yer almaktadir. Kanser tedavisinde kemoterapinin yliksek maliyeti ve potansiyel
toksisitesinden nedeniyle dogal olarak bulunan, yiiksek etkiye sahip ve farmasotik
bilesenlere oranla daha diisilk yan etki riskine sahip fitokimyasal maddelere ilgi
artmaktadir. Yapilan deneysel arastirmalarda dogal bilesenlerin ve bitki ekstrelerinin,
antikanser potansiyele sahip oldugunu gosterilmistir.

Sisplatin, iyi bilinen bir antineoplastik ila¢ olup ¢zellikle over, meme, beyin,
testis, bas-boyun solid tiimorlerinde ve ayrica yumusak doku, kemik, kas ve kan
damarlar1 sarkomalarinda siklikla kullanilir.

Yapilan ¢aligmalara gore uzun yillar geleneksel tipta kullanilan timokinonun
sisplatin ile birlikte kullanimina baglh olusan etkiye iliskin yeterli c¢alisma
bulunmamaktadir. Kemoterapide kullanilan ilaglarin yan etkilerini azaltmak ve viicut
ici etkilerini arttirmak amaciyla kombine olarak bitki ekstrelerinin kullanimi
arastirilmaktadir.

Bat1 diinyasinda yumurtalik kanseri, zayif prognozdan veya erken dénem
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belirtilerin olmayisindan olasilikli olarak jinekolojik kanserlerden en ¢ok 6liime yol
acan kanser olarak tanimlanmigtir (229, 230). Sisplatin gibi platin igerikli ilaglar rutin
olarak yumurta kanserinde kullanilsa da yan etkileri ve kendilerine kars1 gelistirilen
ilag direnci diisiik bir sagkalimla sonug¢lanmaktadir (231).

Son zamanlarda kanser htcrelerinin  buyumesini  engellemek igin
kemoterapétik ajanlarla beraber daha az yan etkilere sahip oldugundan o6zellikle
fitokimyasallar gibi besinsel kemokoruyucu ajalarin kullanimina ilgi artmastir.
Timore karsi besinsel bilesenler, antitiimor aktivitelerini platin igerikli ilaglardan
farkl1 olarak hiicre sinyal yolaklarimi diizenleyerek gosterdiginden platin igerikli
ilaclarla besinsel bilesenlerin birlikte kullanilmasiyla sinerjistik etkinin olugsabilecegi
ve antitiimor aktivitesinin artacagi ve/veya yan ektilerin kompanzasyon olacagi 6n
goriilmiistiir (232). Serviks kanser hiicrelerinde hicre 6lumuni veya apoptozisi
indiikleyen dogal bilesenlerin olasi etki mekanizmalar1 birgok in vitro calismada
gosterilmistir (233).

Bu tez calismasinda 6nemli biyolojik etkileri oldugu bilinen ve son yapilan
caligmalarda onemi gittikce artan timokinonun antikanser ila¢ sisplatinle birlikte
kombine kullaniminin serviks kanser hiicreleri (HeLa) tizerindeki sitotoksik etkileri
MTT yontemi ile arastirilmistir. Tez calismamizda belirli konsantrasyonlarda
timokinonun ve sisplatinin farkli inkiibasyon zamanlarinda HeLa hiicre canliligi
uzerine etkileri incelendikten sonra timokinonun ve sisplatinin bir arada
uygulanmasini takiben sisplatin sitotoksisitesi Uizerine etkisi degerlendirilmistir.

MTT yontemi, in vitro kosullarda sitotoksisiteyi degerlendirmek igin
uygulanan ve mitokondriyal enzim aktivitesini 6lcen kolorimetrik bir test yontemdir.
MTT ve diger tetrazolyum tuzlarinin, solunum zinciri ve diger elektron tasima
sistemleri tarafindan hiicre icinde suda c¢oziinmeyen menekse renkli formazan
kristallerine indirgenmesi esasina dayanir (234).

Sitotoksisiste ¢alismamizda HeLa hiicreleri uygun ¢ogalma hizina ve
mikemmel koloni olusturma 6zelliklerine sahip olmasi ve ayrica pek ¢ok kimyasal
maddeye kars1 hassasiyet gotermesi gibi bir¢ok nedenden dolay1 tercih edilmistir.
Ayrica bu hiicre hatt1 kanser arastirmalari i¢in glinlimiizde siklikla kullanilmaktadir.

Yapilan bir¢ok calismada timokinonun kanser hiicrelerine segici sitotoksik

etkiye sahip oldugunu gosterilmektedir. Timokinunun segici olarak tiimor hiicrelerini
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oldiirebilecegi tartisilmaktadir (27).

Calismamizda HeLa hiicrelerinde 24 ve 48 saatlik inkiibasyonlar1 i¢in, negatif
kontrol ile Kkarsilastirnldiginda  timokinonun 31,25 uM ve (zerindeki
konsantrasyonlarinda doz bagimli olarak hiicre canlilifini istatistiksel anlamli olarak
azalttig1 ve ICsp degerlerinin 24 ve 48 saatlik inkiibasyonlari i¢in sirasiyla 143,7 uM
ve 67,5 uM oldugu belirlenmistir. Bu calismaya gore timokinon HeLa hiicrelerine
sitotoksisitesinin hem doz bagimli hem de zaman bagimli oldugu goriilmektedir.

Calismamizda HeLa hiicrelerinde 24 ve 48 saatlik inkiibasyonlari i¢in, negatif
kontrol ile karsilastirlldiginda  sisplatinin @ 152 uM  ve  (zerindeki
konsantrasyonlarinda; 24 saatlik inkiibasyonlar1 i¢in 7,81 pM ve {izerindeki
konsantrasyonlarinda doz bagimli olarak hiicre canlilifini istatistiksel anlamli olarak
azalttig1 ve ICsp degerlerinin 24 ve 48 saatlik inkiibasyonlari i¢in sirasiyla 20,31 uM
ve 12,9 uM oldugu belirlenmistir.

HelLa hucrelerinde timokinonun sisplatinin ICsy degerini negatif kontrol ile
karsilastirildiginda 24 saatlik inkiibasyonda (7,8 uM, 15,6 uM, 31,3 uM, 62,5 uM,
125 uM, 250 uM igin sirasiyla %20,6, %33,3, %46,8, %56,5, %70,8, %84,2) ve 48
saatlik inkibasyonda (15,6 uM, 31,3 uM, 62,5 uM, 125 uM, 250 uM igin sirastyla
%41,6, %44,2, %62,2, %71,1, %81,9) doz bagiml istatistiksel anlamli olarak
azalttigr gosterilmistir. Sonug¢larimiz timokinonun HeLa hicrelerinde sisplatin
sitotoksisitesini hem doz bagimli hem de zaman bagimli olarak arttirdigini
gOstermektedir.

Timokinonun iizerine yapilan bir in vitro ¢alismada 1 mM konsantrasyonda
uygulandiginda dakikalar i¢inde niikleer biizlisme ve plazma membran kabarcik
olusumlarina yol agarak hizli bir sitotoksik etki olusturdugu ve daha diisiik
konsantrasyonlarda yapilan c¢alismada ise 100 uM konsantrasyondaki timokinonun
saatler i¢inde hiicre 6liimiine yol actigi, 50 uM ve 2 uM konsantrasyonlarda 48 saat
icinde akut sitotoksisiye neden oldugu gosterilmistir. 10 pM ve 20 uM
konsantrasyonlardaki timokinonun kontrole kiyasla nekroz diizeyinde artisi
tetikledigi goriilmiustiir. Daha diisiik dozlar, daha az toksik olmakla beraber nekroz
duzeyi, kromozomal aberasyon sikligi ve mikrogekirdek olusumu gibi toksik
etkilerin ortaya cikigini tetikledigi goriilmiistiir (235).

Timokinonun kanser buyumesini ve dmrunu azaltan ¢oklu molekiler etki
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mekanizmalari: PTEN ve p2l gibi tiimoér baskilayict genlerin aktivasyonu,
proinflamasyonu ve NF-xB’nin uyarilmasinin inhibisyonu ile anjiogenik uyarilarin
azaltilmasi seklindedir (94, 236-238).

Kanser hiicrelerinde platin bilesiklerine baz1 direng¢ mekanizmalar
tanimlanmistir (238). Bunlardan birinde; NF-xB inhibitorlerinin ¢esitli sitotoksik
ajanlarin antitimor aktivitesini potansiyelize ettigi ve sisplatin ise NF-xB’yi
tetikleyerek hiicre 6lumini azalttigr belirtilmistir. Diger mekanizmada ise sisplatinin
DNA igine eklenerek DNA ¢ift zincir kiriklarini indiikledigi yolakta ancak over
kanser hiicrelerinde bu etkisinin azaldig1 tesbit edilmistir (239).

Erkek albino si¢anda timokinonun, 15 mg/kg intraperitoneal olarak
uygulanan doksorubisinden énce ve doksorubisin ile birlikte 5 giin boyunca giinde 10
mg/kg oral yolla igme suyunda uygulandigi in vitro bir ¢alismada, doksorubisin ile
indiiklenmis kardiyotoksisitenin azaldigi gortilmistiir. Bu olumlu etki, doksorubisin
uygulamasindan 24 saat sonra artan serum LDH enzim diizeyini 6énemli derecedeki
azaltmasi ile gosterilmistir. Doksorubisinin kardiyotoksisitesinin stiperoksit serbest
radikaller olusturmasindan kaynakladigi, timokinonun koruyucu etkisinin ise
fotokimyasal, biyokimyasal veya baskilanmig polimorfoniikleer 16kositlerden
kaynaklanan siiperoksit serbest radikallere karsi etki etmesinden ve lipid
peroksidasyonunu inhibe etme kapasitesinden oldugu gosterilmistir (240).

Kopek osteosarkoma (COS31) ve onun sisplatine (CDDP) direngli varyanti
(COS31/CDDP), insan meme adenokarsinom (MCF7), insan yumurtalik
adenokarsinom (BG-1) ve Madin-Darby kdpek bobregi (MDCK) hiicre hatlarinin
kullanildig1 ¢aligmada timokinonun etkisi arastirilmigtir. 12., 24. ve 48. saatlerde 0-
100 uM arasinda degisien konsantrasyonlarda timokinonun uygulandigi hiicre
hatlarinda, timokinonun konsantrasyondan bagimsiz olararak 7,7-101 uM arasindaki
ICso degerleri ile COS31, COS31/,CDDP, MCF7, BG-1 ve MDCK hucrelerinin
proliferasyonunu inhibe ettigi goriilmiistiir. MDCK hiicreleri timokinonun inhibisyon
etkisine en direngli hiicreler oldugu gosterilmistir. MDCK hiicrelerindeki
timokinonun ICs degeri 101 uM, BG-1 hcrelerinde ICsy degeri 39,65 uM, MCF7
hicrelerinde 1Csp degeri 10,32 pM’dir. Sisplatine direngli varyant COS31/,CDDP
hicreleri 7,7 pM 1Csp degeri ile tiim hiicreler arasinda timokinonun inhibisyon

etkisine en hassas hiicre hatt1 oldugu ve kardes hiicre hattt COS31 hiicrelerinde 1Csg
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degeri 34,8 uM olarak gosterilmistir (241).

Ng ve ark. (242)’nin ¢aligsmasinda, 24, 28 ve 72 saat boyunca 1,0-30 pg/ml
arasinda degisen konsantrasyonlarda timokinon ve sisplatinin uygulandigi SiHa
hicrelerinden 1,0 pg/ml, 3,0 pg/ml, 10 pg/ml ve 30 pg/mlI’lik timokinon
konsantrasyonuna maruz birakilan ve iki bilesenin de kullanilmadigi kontrol
gurubunda 72 saat boyunca hiicre c¢ogalmasinin olmadigi tespit edilmistir.
Timokinonun veya sisplatinin uygulandigi SiHa hiicrelerinde 1,0 pg/ml - 30
pug/ml’lik konsantrasyonlarda 24., 48. ve 72. saatlerde, canli hiicre yiizdesinde
Oonemli bir azalma oldugu goriilmekle beraber timokinonun normal hiicrelerde
sisplatinden daha az sitotoksik oldugu bildirilmistir (242).

En cok goriilen iki akciger kanser tipi olarak kiiciik hiicreli olmayan akciger
kanseri (NSCLC) ve kiigiik hiicreli akciger kanseri (SCLC) tedavisinde en sik
kullanilan kemoterapétik ajanin CDDP oldugu bildirilmistir (243, 244). CDDP tek
basina kullanildiginda NSCLC’de %20 yanit olustururken, ikinci bir ajanla
kullaniminda yanitin %26 oraninda artig gosterdigi bildirlmistir (245).

Jefri ve ark. (246)’nin yaptigi ¢alismada NSCLC hiicre hatt1 olarak NCI-
H460’1 ve SCLC hiicre hatti olarak da NCI-H146’y1 kullanmiglardir. Hucrelere
onceki deneyimlerden hesaplanan ICsy degerlerine dayanarak 80 uM ve 100 uM
timokinon ve %0,1 DMSO, 125 puM, 2,5 pM ve 50 uM sisplatin, belirtilen
konsantrasyonlarda ayr1 ayr1 ve birlikte uygulanmistir ve uygulayi takiben 24., 48. ve
72. saatlerde hiicre saymmi  yapilmistir.  Timokinonun ¢alisilan  tiim
konsantrasyonlarinda 6zellike 24. saatte hiicre proliferasyonunu 6nemli derece inhibe
ettigi, 48. ve 72. saatlerde inhibisyon etkisinin azaldigi; sisplatinin 24. saatte
timokinon kadar aktif olmadig1 ancak 48. ve 72. saatlerde 6nemli derecede hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir; timokinon ve sisplatinin birlikte
kullaniminin hiicre proliferasyonundaki etkisi 72. saatte de her iki bilesenin tek
bagina kullanimindan daha yiiksek olarak %89’a kadar bir etki gosterdigi
belirlenmistir. Bu caligmada arastirmacilar timokinon ve sisplatinin sinerjistik bir
etki gosterdigi sonucuna varmiglardir (246).

Nessa ve ark. (247), A2780 yumurtalik hiicre hatt1 ve onun sisplatine direngli
A2780“*R hiicre hattinda sisplatin ve timokinonun sinerjitik etkisini arastirdiklar

caligmada, sisplatin ve timokinonun birlikte uygulanmasi sonrasinda sinerjitik etki
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gosterilmistir. Hiicre hatlarina uygulanan sisplatin  konsantrasyonu A2780 ve
A2780"R hiicre hatlarma sirasiyla, sisplatin 0,26-4,09 pM, 1,66-26,52 UM ve
timokinon 2,28-36,49 uM, 1,93-30,83 uM’dir. Calisma dizayninda, iki bilesenin ayn1
anda ve birinin digerinden 6nce eklenmesi gostermek iizere sekanslar belirlenmistir.
72 saatlik inkiibasyon sonrasinda A2780 hiicre hattinda her ii¢ sekans i¢in zayif,
A2780°*R hiicre hattinda daha gliclii bir sinerjitik etki goriilmiistiir. Her iki hiicre
hattinda da bolus ilavenin en az sinerjitik etki gosterdigi, en yliksek sinerjitik etkiyi
ise dnce TK’nin sonra sisplatinin eklendigi sekansin gosterdigi belirtilmistir (247).

Al-Malki ve ark. (98)’nin erkek Wister sicanda yaptig1 ¢alismada, bir grup
normal, ikinci gruba 12 mg/kg intraperitoneal olarak uygulanan sisplatin, tglnci
gruba da 1 ay boyunca giinde 500 mg/kg oral timokinon uygulama sonrasinda 12
mg/kg i.p. olarak uygulanan sisplatin verilmistir. Calisma sonunda baslangi¢ viicut
agirliklart arasinda énemli bir fark bulunmamistir, ancak yalniz sisplatinin verildigi
grupta viicut agirliginda 6nemli bir azalma, timokinonun verildigi grupta ise onemli
bir artis goriilmiistiir. Yalniz sisplatinin uygulandig: grupta ALT, ALP, AST, y-GGT,
total bilirubin ve LDH’1n hepatik diizeylerinde 6nemli bir artis oldugu ve serum
albliminde 6nemli bir azalma oldugu goriilmiistiir. Timokinonun uygulanmasi bazi
hepatik biyogostergelerinin olumsuz etkisini 6nemli derecede iyilestirdigi ve diger
toksik etkileri azalttigt  gOsterilmistir.  Glutatyon-S-transferaz  aktivitesinin
timokinonun uygulandig1 grupta sisplatinin uygulandig1r gruba kiyasla 6nemli bir
derecede arttig1 goriilmiistiir. Katalaz aktivitesi ise sisplatin grubunda Onemli
derecede azaldigi, oral uygulanmasina ragmen timokinonun verildigi grupta arttig
tespit edilmistir. Sisplatinin verildigi grupta malondialdehit diizeyi 6nemli derecede
artarken timokinonun verildigi grupta ise azalmistir. GSH aktivitesi sisplatinin
verildigi grupta azaldigi, timokinon uygulanmasi ile bu degisikliklerin diizeldigi
gosterilmigtir. Sisplatin uygulanan grupta dozdan bagimsiz olarak NO diizeyi
artarken, timokinonun verildigi grupta bu etkiler 6nemli derecede azalmistir. IL-18
ve TNFa diizeyleri, sisplatin uygulanan grupta doza bagimli olarak 6énemli derecede
artarken, timokinonun uygulanmasi ile artan diizeyler 6nemli derecede azaltilmistir
(98).

Wilson ve ark. (248), over kanser hicrelerinde timokinon ve sisplatinin

sinerjitik etkisini ¢aligmiglardir. Haftada ili¢ defa 20 mg/kg timokinon ve haftalik 2
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mg/kg sisplatin intraperitoneal yolla 30 boyunca uygulanmistir. Sisplatin farede
hicre proliferasyonunu 6nemli derecede azaltmistir ve tiim kanser yiikiiniin
azalmasina yol acan tiimor hiicrelerinde apoptozu arttirmistir. Sisplatinle timokinon
birlikte kullanildiginda iki ilacin etkileri birleserek bu indisler daha ¢ok azalmstir.
Timokinonla kombinasyonda sisplatinin dnemli bir antitiimor etki mekanizmasi olan
proapoptotik etkisini artmistir. Timokinon ve sisplatin arasinda sinerjitik etki
gbzlenmistir (248).

Ng ve ark. (2)’nin yaptig1 calismada timokinon yiiklii nano yapidaki lipid
tastyicilarin meme ve serviks kanser hiiclerindeki (HelLa ve SiHa) sitotoksisitesi 24,
28 ve 72 saat boyunca gozlenmistir. Timokinon yiikli nano yapidaki lipid
tagtyicisinin uygulanmasinda doz bagimli artan bir sitotoksisite olusturdugu, tek
basina nano tasiyici lipidin ugyulanmasi sonucunda canli hiicre sayisinin %87’den
fazla oldugu bildirilmistir (2).

Hafiza ve ark. (233)’nin yaptig1 ¢alismada, HeLa, SiHa 3T3, Vero’dan olusan
farkl1 hiicre hatlarinda 3.0-200 uM arasinda degisen konsantrasyonlarda uygulanmis
timokinonun sitotoksik etkileri 24., 48. ve 72. saatlik inkiibasyon sonrasi
incelenmistir. HeLa, SiHa 3T3, Vero hiicrelerinin 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda
elde edilen timokinonun ICs degerleri sirasiyla 119,2 uM, 87,8 uM, 70,6 uM, 21,8
uM; 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda ise 72,1 uM, 52,3 uM, 69,3 uM ve 17,7 uM;
72 saatlik inkubasyon 29,6 uM, 23,4 uM, 61,7 uM ve 17,4 uM olarak gosterilmistir.
Timokinonun farkli hiicrelerde ve farkli sitotoksik etkilerinin ortaya ciktigi bu
calismada, tez ¢alismamizla uyumlu olarak sitotoksistenin zaman ve doz bagimli

oldugu goriilmektedir (233).
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6. SONUC ve ONERILER

Bu calisma ile gida yoluyla siklikla alinan bitkisel kaynakli fenolik
bilesiklerden olan timokinonun HeLa kanser hiicrelerinde, sitotoksisitesi ve sisplatin
ile birlikte kullaniminda hiicre canliligini azaltic1 veya arttirici etkilerini ve giivenli
kullanimini ortaya ¢ikararak konuya agiklik getirilmeye ¢alisilmistir. Bu bulgular ile,
sisplatinin antikanser tedavisinde timokinon ve sisplatin kullaniminin kanser
tedavisindeki olumlu yada olumsuz yonlerini ortaya cikarabilecegi ve antikanser
tedaviye yeni bir bakis acis1 katacagi diistiniilmektedir.

Timokinon iizerine yapilan ¢aligmalarin ¢ogunda timokinonun tedavi edici
etkilerine odaklanilmistir. Yapilan caligmalarin ¢ogunda timokinonun bdbrek,
karaciger, kalp, akciger ve mide gibi birgok organ sisteminde olusan oksidatif stres
kaynakli hasarlar1 diizeltebilecegi bildirilmistir. Timokinonun antikarsinojenik,
antiinflamatuvar, analjezik, hipoglisemik, bagisiklik sistemini giiclendirici gibi
birgok faydali etkileri ileri sitirlilmektedir ve giivenli oldugu bildirilmektedir (27).

Timokinonin ve timokinonun giivenilirligi bir¢ok klinik ¢alisma ile in vivo ve
in vitro ¢alisma ile desteklense de uzun donem toksisitesinin degerlendirilmesi i¢in
daha fazla c¢alismaya gereksinim duyulmaktadir. Timokinonun c¢esitli insan
kanserlerinin 6nlenmesinde ve tedavisinde Onemi rol oynayabilecegi, mevcut
verilerin daha fazla klinik ¢alisma ile desteklenmesi gerektigi goriilmektedir. Mevcut
literatiir ¢alismalar1 ile uyumlu olarak g¢alismamizda timokinonun doz ve zaman
bagimli olarak sisplatin sitotoksisitesini arttirabildigi goriilmektedir.

Sonug olarak, bulgularrmiz Hela hiicrelerinde timokinonun sisplatin
sitotoksisitesini arttirabilecegini gostermektedir. Kanser tedavisinde sisplatinle
birlikte timokinonun kombine verilmesinin tedavi etkinligini arttirabilecegi ve umut
vaad edici 6ngorulse de, kanser tedavisinde timokinonun sisplatinle birlikte etkinligi
ve terapdtik Oneminin ortaya ¢ikarilmast ve ayrica etki mekanizmalarinin
aydinlatilmasi i¢in daha kapsamli in vitro, in vivo ve klinik c¢alismalarin gerekli

oldugu goriilmektedir.
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