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ÖZET 
 

Yılmaz, S. Serviks Kanser Hücre Hattında Timokinonun Sisplatin 

Sitotoksisitesine Etkilerinin İncelenmesi. Hacettepe Üniversitesi Sağlık Bilimleri 

Enstitüsü Farmasötik Toksikoloji Programı Yüksek Lisans Tezi, Ankara, 2018. 

Timokinon Türkiye’de çörek otu olarak bilinen Nigella sativa L. tohumlarının uçucu 

yağından elde edilen monoterpen bir molekül ve biyoaktif bir bileşiktir. Yüzyıllardır 

gıda olarak tüketilmekle beraber, timokinonun başlıca antioksidan özelliği ve 

özellikle glutatyon mekanizması üzerindeki etkisi sayesinde antikanser etkisinden, 

antialerjik etkisine kadar çok geniş bir koruyucu yelpazesine sahip olduğu iddia 

edilmektedir. Platin bazlı bir antikanser ajanı olan sisplatin; over, serviks, testis,  

prostat, mesane, akciğer kanserleri gibi solid tümörlerin tedavisinde uzun yıllardır 

kullanılmaktadır ve mekanizması iyi bilinmektedir. Kemoterapide kullanılan ilaçların 

yan etkilerini azaltmak ve vücut içi etkilerini arttırmak amacıyla kombine olarak 

bitki ekstraktlarının kullanımı araştırılmaktaktadır. Bu tez çalışmasında önemli 

biyolojik etkileri olduğu bilinen ve son yapılan çalışmalarda önemi gittikçe artan 

timokinonun antikanser ilaç olan sisplatinle birlikte kombine kullanımının serviks 

kanser hücreleri (HeLa) üzerindeki sitotoksik etkileri MTT yöntemi ile 

araştırılmıştır. Sisplatin ve timokinonun farklı zamanlarda sitotoksisite profili 

belirlendikten sonra geniş doz ranjında timokinonun sisplatinin IC50 değeri üzerine 

etkileri incelendi. HeLa hücrelerinde 24 ve 48 saatlik inkübasyonlarında 

timokinonun IC50 değeri sırasıyla 143,7 μM ve 67,5 μM olarak ve sisplatinin IC50 

değeri sırasıyla 20,3 μM ve 12,9 μM olarak belirlendi. HeLa hücrelerinde 

timokinonun 24 saatlik inkübasyonlarında 7,8-250 μM doz aralığında ve 48 saatlik 

inkübasyonlarında  15,6-250 μM doz aralığında sisplatinin IC50 değerini doz bağımlı  

istatistiksel anlamlı azalttığı gösterilmiştir. Sonuç olarak, bulgularımız HeLa 

hücrelerinde timokinonun sisplatin sitotoksisitesini arttırabileceğini göstermektedir 

ve dolayısıyla timokinonun sisplatinin antikanser etkisini arttırabileceği 

düşünülmektedir; ancak bu etkilerin doğrulanması ve antikanser ilaçlar ile 

etkileşmelerini belirlemek üzere daha ileri in vitro ve in vivo çalışmalar gereklidir. 

 

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



    
 

viii 

ABSTRACT 
 

Yılmaz, 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 “çörek 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 IC50 values 

of cisplatin were investigated. In HeLa cells, for 24 h and 48 h incubations, IC50 

values of thymoquinone were found to be 143.7 μM and 67.5 μM, respectively and 

IC50 values of cisplatin were found to be 20.3 μM and 12.9 μM, respectively. 

Thymoquinone at the concentration range of 7.8-250 μM for 24 h incubation and 

15.6-250 μM for 48 h incubation, has been shown to statistically significant decrease 

the IC50 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. GİRİŞ 

Kanser 20. yüzyılın en korkulan hastalıklarından biri olmakla beraber 21. 

yüzyılda da devamlı ve artan bir yayılım göstermektedir. Dünyadaki ölüm 

nedenlerinin başında yer almakla beraber meme ve serviks kanseri, kadınlarda en sık 

görülen iki kanser tipi olarak tanımlanmıştır. Son elli yılda kansere açılan savaş, 

kansere karşı yeni tedavi seçeneklerinin ortaya çıkmasında önemli bir gelişmeye yol 

açmıştır. Ancak kemoterapötik ajanlar gibi birçok tedavi seçeneğinin ortaya 

çıkmasına rağmen bazı kanser tiplerinin tedavisinde etkili olduğu bulunan akıllı 

ilaçlar gibi seçeneklerin çok da fazla değişmediği görülmüştür. Kanserin uzun süreli 

tedavisinde farmakolojik tedaviler ve kemoterapinin yüksek maliyeti ve potansiyel 

toksisitesinden dolayı araştırmalar yönünü, doğal olarak bulunan, yüksek etkiye 

sahip ve farmasötik bileşenlere oranla daha düşük yan etki riskine sahip farmasötik 

olmayan ürünlere çevirmiştir. Yapılan deneysel araştırmalar, doğal bileşenlerin ve 

bitki ekstrelerinin, çeşitli biyoanaliz ve hayvan modellerinde antikanser potansiyele 

sahip olduğunu göstermiştir. Hatta dünyanın çeşitli yerlerinde baharat gibi besin 

maddesi olarak tüketilen ürünlerin tatlandırıcı, renklendirici veya koruyucu 

özellikleri dışında kanser dahil bir çok hastalığın korunmasında ve iyileştirilmesinde 

kullanıldığı belirtilmektedir (1-8). 

Nigella sativa L., Ranunculacea (Düğünçiçeğigiller) ailesinden yıllık bir bitki 

olup ülkemizde Afyon, Burdur, Isparta’da yetişir ve siyah tohumu “çörek otu” olarak 

bilinir. Dünyada genellikle Akdeniz, Pakistan, Hindistan ülkelerinde yetişen ve 

özellikle  Doğu Akdeniz ülkeleri gibi dünyanın birçok ülkesinde kültürü yapılan bir 

bitkidir. Çörek otunun çay, kahve, ekmek gibi besinlere ilave edilerek besinsel olmak 

üzere, farmasötik alanda da kullanımı bulunmaktadır. Çörek otu yağı her ne kadar 

Arap ve Akdeniz ülkelerine özgü olsa da binlerce yıl Akdeniz, Hindistan, Asya, Orta 

ve Uzak Doğu ülkelerinde baharat, gıda koruyucusu veya günlük doğal koruyucu ve 

tedavi edici bir seçenek olarak geleneksel kullanımı bulunmaktadır. Yapılan 

çalışmalarda çörek otu tohumunun %36-38’in karışık yağlardan oluştuğu ve uçucu 

yağ kısmının ana  içeriğinin timokinon, ditimokinon, timohidrokinon ve timol olduğu 

saptanmıştır. Çörek otu uçucu yağın majör biyoaktif bileşeni timokinon olup 

aktivitesi antioksidan özelliğine bağlıdır. Yapılan çalışmalarda timokinonun çok 
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geniş bir koruyucu ve/veya tedavi edici özelliğe sahip olduğu bildirilmektedir. 

Kanser başta olmak üzere böbrek, immün sistem, gastrointestinal sistem, 

kardiyovasküler sistem üzerinde koruyucu ve tedavi edici etkisinin yanı sıra 

antimikrobiyal ve  antiinflamatuvar etkilerinin de bulunduğu gösterilmiştir (9-19).  

Sisplatin, alkilleyici ajanlar sınıfından iyi bilinen bir antineoplastik ilaç olarak 

karsinomlar, germ hücre tümörleri ve lenfomlar ve sarkomalarda kullanılmaktadır. 

Özelikle over, meme, beyin, testis, baş-boyun solid tümörlerinde; yumuşak doku, 

kemik, kas ve kan damarları sarkomalarında sıklıkla tercih edilmektedir. Sisplatin tek 

başına kullanılabildiği gibi tedavi sırasındaki etkisini arttırmak,  özellikle böbrekte 

kendini gösteren sitotoksisite ve sisplatine karşı rezistansı en aza indirmek için diğer 

ilaçlar veya takviyelerle birlikte kullanılabilmektedir (20-22).  

Yapılan çalışmalarda gösterildiği üzere yüzyıllardır geleneksel tedavide 

kullanılan timokinonun sisplatin ile birlikte kullanımına bağlı oluşan etkiye ilişkin 

yeterli çalışma bulunmamaktadır. Bu tez çalışmasında timokinonun insan serviks 

kanser (HeLa) hücre hattında sisplatinin sitotoksisitesi üzerindeki etkileri metil 

tiyazol tetrazolyum (MTT) yöntemi ile araştırılmıştır. Tez çalışmamızda belirli 

konsantrasyonlarda timokinonun ve sisplatinin farklı inkübasyon zamanlarında HeLa 

hücre calılığı üzerine etkileri incelendikten sonra timokinonun ve sisplatinin bir 

arada uygulanmasını takiben sisplatin sitotoksisitesi üzerine etkisi 

değerlendirilmiştir. Çalışma sonunda, hızlı bir yayılım gösteren kanserin tedavisinde 

timokinon ile sisplatin kombinasyonun kullanımı hakkında bir görüş oluşması 

beklenmektedir.  
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1.  Timokinon 

 

2.1.1.  Çörek Otu Tohumu ve Geleneksel Kullanımı 

  

“Çörek otu” olarak bilinen Nigella sativa L. Ranunculacea 

(düğünçiçeğigiller) familyasında yer alır, Güney Batı Asya, Avrupa, Kuzey 

Afrika’da yetişir ve ülkemizde çoğunlukla Afyon, Isparta, Burdur ve Konya 

yörelerinde yetiştirilir (23). 

Çörek otu bitkisi doğrusal mızrak şeklinde yapraklara sahiptir, 5-10 petalli ve 

genellikle sarı, beyaz, pembe, soluk mavi ve mor renkli hassas çiçekleri 

bulunmaktadır (Şekil 2.1.). Birleşmiş folikülden oluşan kapsül şeklindeki bitki 

meyveleri geniştir. Kapsül sayısı genelde  3-7 adettir ve her bir kapsül  yassı, oblong, 

angular ve huni biçimli, 0.2 cm boyundaki ve 0.1 cm genişliğindeki birçok siyah 

tohum içerir (24, 25). 

 

Şekil 2.1. Nigella sativa bitkisi ve tohumu. 

 

Tohumları baharat olarak ve geleneksel tıpta farklı formlarda birçok 

hastalığın tedavisinde kullanılmaktadır (26). Geleneksel tedavide astım, öksürük, 

bronşit, inflamatuvar hastalıklar, ateş, ağrı, baş dönmesi, böbrek ve karaciğer işlev 

bozuklukları, sinir sistemi hastalıkları, diyabet, egzema, mide-barsak sistemi 

problemleri, hipertansiyon, kanser dahil birçok hastalığın tedavisinde kullanılabildiği 
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belirtilmektedir (27). Kanser hastalarında kemoterapiyle birlikte tamamlayıcı ve 

alternatif tıpta kullanılabileceği bildirilmektedir (26). 

Çörek otu tohumunun besin değeri yüksektir. Çörek otu tohumunun yapısında 

başlıca doymuş/doymamış sabit yağlar (%31-35,5), uçucu yağlar (%0,4-0,45), 

karbonhidratlar (%33-34), proteinler (%16-19,9), amino asitler, alkoloidler, tanenler, 

saponinler, lifler, mineraller (kalsiyum, çinko, fosfat), vitaminler (askorbik asit, 

tiamin, niasin, pridoksin ve folik asit) bulunmaktadır (Tablo 2.1.) (28). 

 

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

İçerik   % (a/a) 

Yağ  31-35,5 

Protein 16-19,9 

Karbonhidrat 33-34 

Lif 4,5-6,5 

Saponin 0,013 

Nem 5-7 

Kül 3,7-7 

 

Doymamış yağ asitleri (~% 85); linolenik (omega-6) asit, oleik asit, linoleik 

asit, araşidonik asit, palmitoleik asit ve eikozadienoik asittir. Doymuş yağ asitleri 

(~%18); palmitik asit, stearik asit ve miristik asittir (28). 

Çörek otu tohumu uçucu yağlarından çeşitli farmakolojik aktif kimyasal 

bileşenleri başlıca timokinon, ditimokinon, timohidrokinon ve timoldür, ayrıca p-

simen, d-limonen, α ve β-pinen, trans-anetol, karvakrol ve nigellon de içerir (Tablo 

2.2.) (24, 26, 29).  
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Tablo 2.2. Nigella sativa L. tohumu uçucu yağının kimyasal bileşenleri (30).  

Uçucu sekonder metabolit % Alan  Uçucu sekonder 
metabolit 

% Alan 

α-Tuyen 
α- Pinen 
Sabinen 
β-Pinen 
Terpinolen 
p-Simen 
α-Terpinen 
cis-4-Metoksituyan 
trans-4-Metoksituyan 
2E,4Z-Dekadienal 
Terpinen-4-ol 
(+)-Dihidrokarvon 
Timokinon 
Karvakrol 
Asetamid, N-(2-hidroksi-3-
pentenil)- 
Longipinen 
 

5,09 
1,00 
0,44 
1,31 
0,56 
27,80 
5,23 
0,44 
3,62 
0,14 
0,21 
0,58 
28,70 
2,44 
0,22 
 
0,61 

 Longifolen 
Timohidrokinon 
Nonil allil okzalat 
Sulforuz asit, 2-etilhekzil 
izohekzil ester 
1. 2,3-epoksi-gerianial 
2-metil hekzanoik asit 
4-Tridesen 
Sitronellil n-bütirat 
cis-11,14-Eikosaienoik 
sit metil ester 
9-Undekenal, 2,10-
dimetil 
2,6,11,15-Tetrametil-
hekzadeka-2,8,8,10,14-
pentaen 
2,4-Oktadienal, (E,E),  

3,24 
2,40 
0,24 
0,32 
 
0,45 
0,16 
0,92 
0,88 
0,81 
 
11,54 
 
0,47 
 
 
0,15 

 

Çörek otu tohumu gıdalarda yiyecek, koruyucu ve baharat olarak 

kullanılmakla beraber, geleneksel olarak uzun yıllar çörek otu tohumu ve yağı çeşitli 

hastalıkların tedavisinde dünyanın her yerinde yaygın olarak kullanılmaktadır.  

Çörek otunun aktif bileşenlerinin kanser dahil birçok hastalığa iyi geldiği 

bildirilmiştir. Antiinflamatuvar, antialerjik, antihistaminik, antimikrobiyal, diüretik 

gibi çeşitli etkilere sahip olduğu bildirilmektedir (24, 29, 31). Çörek otu tohumunun 

halk arasında kardiyovasküler, sindirim, bağışıklık, karaciğer, böbrek ve solunum 

sistemi problemlerini düzeltebileceği ve geleneksel tıbbi kullanımında faydalı 

olabileceği düşünülmektedir (26, 27). Ayırca çörek otu tohumundan yapılan tentürün 

ishal, dismenore, hazımsızlık, iştah kaybı, amenore ve kurt ve deri döküntüsünün 

tedavisinde kullanıldığı, kusmanın önlenmesinde çörek otu tohumların kavrularak 

dahilen verildiği ve yağının ise haricen antiseptik olarak kullanıldığı kayıtlıdır (31).  
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2.1.2. Timokinonun Fizikokimyasal Özellikleri 

 

Timokinon ilk olarak Nigella sativa L.’den 1963 yılında El-Dakhakhany 

tarafıdan ekstre edilen bir monoterpen bir bileşiktir (32).  Molekül formülü C10H12O2 

ve molar ağırlığı 164,20 g/mol olan timokinon (2-izopropil-5-metilbenzo-1, 4-kinon), 

tohumun uçucu yağının en biyoaktif majör bileşenidir. Enol, keto ve karışık 

formlardan oluşur. Hidrofobik özelliği, biyoyararlanımını ve ilaç formülasyonlarında 

kullanımını kısıtlamaktadır (32). Kimyasal analizlerde çörek otu tohumu uçucu yağın 

%27.8’e kadar ulaşabilen oranlarda timokinon içerebildiği gösterilmiştir (Şekil 2.2.) 

(33).  

     

Şekil 2.2. Çörek otu tohumu ve timokinonun kimyasal yapısı (1, 34). 

Timokinonun 0,1 N hidroklorür, su ve PBS (pH 5; 7,4 ve 9,0’da) 

çözeltilerinde çözünürlüğünün aynı olduğu görülmüştür. HPLC kullanılarak yapılan 

analizlerde timokinonun düşük pH’da daha stabil olduğu ve pH artışına bağlı olarak 

stabilitenin azaldığı belirlenmiştir. Işık ile ilgili olarak, kısa süreli maruziyette bile 

timokinonun yüksek hassasiyet gösterdiği belirtilmiştir. Timokinonun fotoliz kinetiği 

etanol kullanılarak çalışılmıştır ve çalışmalar timokinonun %70’inden fazla bir 

oranda hızlıca bozulduğunu göstermiştir (35). 

 

2.1.3. Timokinonun Farmakokinetik Özellikleri 

 

Timokinonun oral, intraperitoneal (i.p.), subkütan (36) ve  intravenöz (i.v.) 

(37) uygulamaları bulunmaktadır. 

Alkharfy ve ark. (38)’nın 2.5-3 kg ağırlığındaki sağlıklı 10 Vole erkek 
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tavşanında yaptığı çalışmada 5 mg/kg i.v. ve 20 mg/kg oral hedef doza kadar, 

timokinonun tüm hayvanlar tarafından tolere edildiği gösterilmiştir. İntravenöz 

uygulama sonrasındaki ortalama plazma konsantrasyonu-zaman eğrisi, oral 

uygulama sonrasındakinden yüksek çıkmıştır (7,49 ± 0.24’e karşı 3,48 ± 0.12 µg/ml). 

Timokinonun oral uygulanmasından sonra plazma konsantrasyonu  2 saat içinde 

maksimum düzeye ulaşarak hızla artmıştır (38). 

Timokinonun ağız yolu ile alınmasını takiben karaciğer enzimleri (DT-

diaforaz (kinin redüktaz) ile metabolize edilerek hidrokinona indirgendiği ve 

hidrokinonun konjüge edilip daha sonra merkaptürik asite dönüştürülerek idrarla 

atıldığı bildirilmektedir (Şekil 2.3.) (27). 

 

 
Şekil 2.3. Timokinonun redoks döngüsü (39). 

 

Timokinon proteinlere yüksek oranda bağlanır ve timokinon-protein 

bağlanmasının tahmini yüzdesi tavşanlarda %99.19, insanlarda %98.99 olarak 

bildirilmiştir (38). 

Birçok terapötik uygulamaları olmasına karşın yüksek hidrofobik özelliği ve 

düşük çözünürlüğünden dolayı timokinonun ilaç formülasyonlarının geliştirilmesi 

açısından sınırlandırıcı etki yaratmaktadır (40). Timokinonun bu problemi, 

nanopartikülat enkapsülasyon sistemleri ile çözülmüştür. Timokinonun 

biyoyararlanımı ve aktivitesi arttırılarak, son yıllarda yeni analoglar elde edilmiştir 



    
 

8 

(katı lipid nanopartiküller, timokinon-yüklü nano-yapılı lipid taşıyıcılar, timokinon-

yüklü lipozomlar bu analogların bazılarıdır) (27, 41, 42).  

 

2.1.4. Timokinonun Moleküler Etki Mekanizmaları 

 

Timokinonun tüm etki mekanizmaları henüz tam olarak anlaşılmamakla 

beraber oldukça karmaşıktır. Yapılan çalışmalarda ortaya koyulan genel moleküler 

etki mekanizmaları; inflamasyon aracıları ve oksidatif parametreler, peroksizom 

proliferator aktiflenmiş reseptörler (PPARs), apoptoz, transkripsiyon faktörleri 

üzerine etkileri şeklinde ortaya çıkmaktadır. 

Çörek otu yağının en zengin bileşeni timokinonun antioksidan, 

antiinflamatuvar, kemokoruyucu etkileri raporlanmıştır. Normal hücrelere minimum 

toksik etki göstererek, kolorektal karsinom, meme adenokarsinom, osterosarkom, 

overian karsinom, miyeloblastik lösemi ve pankreatik karsinomanın da dahil olduğu 

çeşitli tümör hücrelerinn proliferasyonunu baskıladığı gösterilmiştir (43-45). 

 

a. İnflamasyon aracıları üzerine etkisi 

COX1 ve COX2, prostanoid yapımında rol alan rol alan sikloosigenaz (COX) 

enzim tipidir (46). COX2’nin fazla ekspresyonu akciğer, mide, meme ve pankreatik 

gibi birçok kanserde görülen bir durumdur (47). Bu durum prostaglandinin (PG) 

anjiyogenezisi up-regüle etmesi ve apoptoza direnci arttıracağından kritik bir öneme 

sahiptir (48, 49). COX2 inhibisyonu tümörün olmadığı diğer dokular üzerinde bazı 

yan etkilere neden olduğundan; son yıllarda COX2 inhibisyon mekanizmasıyla 

kanser koruyuculuğu seçeneğinde doğal ürünlere ilgi artmıştır (35). 

Timokinon farede alerjik solunum yolu inflamasyonunda COX2 

ekspresyonun ve PG üretiminin  azalmasında önemli bir etki sağlamıştır (50). 

Timokinon p47PHOX fosfor peptitlerinin Ser-304 ve Ser-328’indeki fosforilasyonun 

bozulmasıyla indüklenmiş FLMP inflamasyonunu azaltmıştır (51). 

 

b. Peroksizom proliferator aktiflenmiş reseptörler üzerine etkisi 

PPARs ligandları, PPARs’lerin aktivasyonu ve up-regülasyonu aracılığıyla 

çeşitli genetik yolakları düzenleyerek potansiyel kanser koruyucu etki göstermiştir. 
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Timokinonun PPAR-γ üzerinde up-regülasyonu sağladığı ve hücre ölümünde ve 

meme kanser hücrelerinin devamlılığı mekanizmalarında rol oynayan genlerde ise 

down-regülasyonu gösterilmiştir (52). Bulgular,  timokinonun antikanser aktivitesi 

aracılı PPAR-γ aktivasyonunu ortaya koymuştur (46).  

 

c. Oksidatif parametreler üzerindeki etkisi 

Reaktif oksijen türleri (ROS) süperoksit (O2
−.) ve hidroksil (OH.), peroksil 

(RO2.) ve alkoksil (RO.) radikallerini içeren kısa ömürlü oksijen kaynaklı küçük 

moleküllerdir. Singlet oksijen (1O2), ozon (O3), hipoklorik asit (HOCl) ve hidrojen 

peroksit (H2O2) gibi non-radikal türler okside edici ajanlar gibi rol oynar ve 

kolaylıkla radikallere dönüşürler (53). ROS oluşumu genellikle mitokondriyal 

solunum esnasında tekli elektron transferi ile oksijenden süperoksit üretimi ile 

başlayan olaylar dizisi sonucu meydana gelir ve hidroksil radikallerinin majör 

kaynağıdır. Süperoksit hızla spontan olarak özellikle düşük pH'da veya süperoksit 

dismutaz tarafından katalize edilme sonucu olarak hidrojen perokside dönüştürülür. 

Hidrojen peroksit nükleer membranı aşar, metal iyonları ile Fenton reaksiyonuna 

girer ve hidroksil radikalleri oluşur (54). Demir ve bakırın hidroksil radikali 

oluşumunu teşvik ediyor olabileceği öngörülmektedir (55). 

Çeşitli in vitro ve in vivo hayvan modelinde oksidatif stresi başlatan serbest 

radikallere karşı timokinonun serbest radikal süpürücü özelliği gösterilmiştir. Güçlü 

antioksidan ve serbest radikal süpürücü etkisinden dolayı timokinonun, oksidatif 

hasara, organ bozukluklarına ve böylece çeşitli hastalıkların patogenezine yol açan 

çeşitli çevresel toksinler ve ksenobiyotiklerin yan etkilerini azaltabileceği 

gösterilmiştir (56, 57). Ayrıca timokinonun, SOD’un aktivitesini arttırdığı ve çeşitli 

deneysel patolojik koşullar altında GSH’ı indükleyerek hücresel oksidatif stresi 

azalttığı görülmüştür (58-60).  

 

d. Apoptoz üzerindeki etkisi 

Timokinonun, tümör supressör genleri aktive ederek kansere karşı korunmada 

önemli bir rol oynadığı bildirilmektedir (35). Timokinon, p53 (kanserlerin %50’sinde 

değişikliğe uğrar), p21 ve p27 gibi tümör supresör genlerin modülasyonunda önemli 

bir rol oynar (61, 62). Timokinonun p53 bağımlı yolak aracılığı ile insan kolon 
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kanser hücreleri ve hayvan modellerinde apoptozu teşvik ettiği gösterilmiştir (63). 

Timokinon tedavisi aynı zamanda DNA disintegrasyonu, kaspazın uyarılması ve 

PARP klevajı (süpürülme) ile apoptozu düzenlemektedir (64). 

 

e. Transkripsiyon faktörleri üzerindeki etkisi 

Transkripsiyon faktörü Nrf-2, GST, SOD, CAT, NOQO ve HO-1 gibi hücre 

koruyucu antioksidan enzimlerin işleyişini düzenleyen bir hücre sinyal transkript 

faktördür. Oksidatif strese karşı, hücreler reaktif elektrofillerin konsantrasyonunu 

düşüren ve karsinojenleri detoksifiye eden faz 1 ve faz 2 enzimlerini indükler. Faz 2 

enzimlerinin ekspresyonu antioksidan yanıt göstergesi ve transkripsiyon faktorü 

nükleer faktör E2 p45 ilgili faktör (Nrf-2) tarafından regüle edilir (65). 

Timokinon hücreler arası sinyal iletimini etkilemek suretiyle oksidatif 

savunma proteinlerinin ekspresyonlarını ve faz 2 ilaç metabolize edici enzimleri 

etkilemektedir. Bu enzimler zararlı maddeleri vücutta detoksifiye eder ve sisplatin 

gibi anti-kanser ilaçlara karşı sitoprotektif etkilerde güçlü bir rol oynarlar. 

Timokinonun, Nrf-2 faktörünün up-regülasyonu ile fare modelinde indüklenmiş 

siklofosfamid hemorajik sistitte organ koruyucu olduğu bildirilmiştir (57). 

 

2.1.5. Timokinonun Farmakolojik Etkileri 

 

Yapılan çeşitli çalışmalarda timokinonun farmakolojik olarak birçok etki 

gösterdiği ortaya koyulmuştur. 

 

-  Antioksidan etkisi 

Süperoksit anyon (O2
-), hidrojen peroksit (H2O2), peroksinitrit, hidroksi 

radikal (OH-) ve hipoklorik asit içeren reaktif oksijen türevlerinin (ROS), 

hücrelerdeki normal metabolik prosesle oluştuğu ve oksijenin zararlı etkisinin bu 

yüksek reaktif ve toksik türlere indirgenmesi sonucu oluştuğu bilinmektedir (66). 

Oksidatif stresin oluşmasının en büyük nedeninin; süperoksit ve nitrit iyonları 

gibi ROS tarafından tetiklenen, oksidan düzeyi ile fizyolojik antioksidan arasındaki 

dengesinin bozulması olduğu bildirilmiştir (67). İn vitro ve in vivo birçok çalışmada 

timokinonun güçlü antioksidan etkisinin olduğu gösterilmiştir (68, 69). 
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Bazı hastalıklarda ROS düzeylerinin yükselmesinden kaynaklanan yan 

etkileri timokinonun antogonize edebildiği ve bu özelliğini timokinonun oksidatif 

stresi azaltarak ve antioksidan savunmayı arttırarak gösterebildiği bildirilmektedir. 

Timokinonun antioksidan etki potansiyelinin, molekül yapısındaki kinonun redoks 

özellikleriyle ve timokinonun fizyolojik bariyerlerden ve subselüler kompartmanlara 

kolay geçmesi ile ilişkili olabileceği ileri sürülmektedir (27). Timokinon antioksidan 

etkisini 3 yolla göstermektedir: 

1) Serbest radikal süpürücü etkisi 

Timokinonun nano ve mikro konsantrasyonlarında serbest ve süperoksit 

radikallerin uzaklaştırıldığı bildirilmiştir. Ayrıca dozun artışıyla beraber değişkenlik 

gösteren demire bağımlı lipid peroksidasyonu inhibe ettiği bulunmuştur (70). 

Timokinonun ayrıca P44/42 ve p-38 proteinlerini inhibe ederek nitrik oksit sentaz 

(NOS) transkripsiyonunu ve süperoksit ile birleştiğinde peroksinitrit oluşturan nitrik 

oksit (NO) üretimini baskıladığı bildirilmiştr. Peroksinitritin tirozin rezidülerinin 

nitrasyonu ile doku hasarı meydana getirdiği bildirilmiştir (71). 

2) Antioksidan enzim sistemini harekete geçirmesi 

Antioksidan enzimlerin iç ve dış faktörler tarafından oluşturulan sebest 

radikallere karşılık verdiği ve timokinonun SOD, katalaz (CAT), gutatyon peroksidaz 

(G-Px) ve glutatyon-S-peroksidaz gibi antioksidan enzimlerin üretimini kontrol eden 

genlerin mRNA ekspresyonunu arttırdığı bildirilmiştir (72). Ayrıca Nagi ve Almakki 

(2009) fare karaciğeri üzerinde timokinonun kinon redüktaz ve glutatyon transferaz 

üretimini arttırdığını göstermişlerdir (73). 

Timokinonun lipid peroksidasyonunu inhibe etmesi ve güçlü bir süperoksit 

radikal püskürtücü olarak rol almasından dolayı süperoksitlere karşı süperoksit 

dismutaz kadar etkili olduğu bildirilmiştir (70, 73, 74). 

Badary ve ark. (70)’nın yaptığı çalışmada timokinonun, ksantin/ksantin 

oksidaz sistemiyle süperoksit anyon üretiminin doza bağlı timokinon kullanılmasıyla 

önemli derecede inhibe olduğu ancak bunun ksantin oksidaz aktivitesinin 

inhibisyonu ile sağlanmadığı gösterilmiştir (70). 

Timokinonun, katalaz (CAT) aktivitesini arttırdığı gösterilmiştir ve 

timokinon tedavisinin iskemi-reperfüzyon (I/R) yaralanmasına karşı karaciğer 

dokusunu koruyabileceği ileri sürülmüştür (75). 
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Timokinonun terbutilepoksit ile oksidatif strese maruz bırakılan izole edilmiş 

sıçan hepatositlerinde azalan hücreiçi glutatyon düzeyini arttırarak ve oluşan piridin 

nükleotidlerinin oksidasyonunu engelleyerek hepatosit hücre membran bütünlüğünü 

koruyabildiği gösterilmiştir (76). 

Timokinon, oksidatif streste rolü olan indüklenebilir nitrik oksit sentaz 

(iNOS) ekspresyonunu engelleyebildiği ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve 

süperoksit dismutaz (SOD) gibi antioksidan enzimlerin ekspresyonunu arttırabildiği, 

ayrıca, NADH düzeyini ve NADH-NAD+ değişimini azaltarak hepatositlerde 

lipojenez inhibisyonuna neden olduğu da gösterilmiştir (77).     

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

koruyucu etkilere sahiptir. Timokinonun sisplatin, doksorubisin, gentamisin, 

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

siklofosfamid, asetaminofen ve aflatoksin B1 ile indüklenen hepatotoksisiteye ve 

siklofosfomid ve doksorubisinin kalp toksisitesine karşı koruyucu etkileri bulunur. 

Timokinonun siklofosfamid, toluen ve bleomisin kaynaklı akciğer hasarını azalttığı, 

benzopiren kaynaklı mide tümörlerini engellediği ve gentamisin ototoksisitesini 

engelleyerek koruyucu rol aldığı yapılan çalışmalarda bildirilmektedir (27). 

3) Mitokondriyel fonksiyon artışı 

Timokinon ile substrat kullanımının ve/veya oksidatif fosforilasyonun önemli 

derecede indüklendiği ve beraberinde mitokondriyel işlevi arttırarak daha çok enerji 

(ATP) üretimini de arttırdığı bildirilmiştir (78). 

 

-  Antimikrobiyal etkisi 

Nigella sativa tohumu yağının in vitro antibakteriyel etkileri S. mitis, S. 

mutans, S. cosntellatus, G. haemolysins’te ve çok seyreltik oranlarda bile 

Staphylococcus albus, Escherichia coli, Salmonella typhi, Shigella niger ve Vibrio 

cholera’nın dahil olduğu birçok gram pozitif ve gram negatif organizmada 

gösterilmiştir (79, 80). 

Timokinonun antioksidan ve antiinflmatuvar etkileri ile Pseudomonas 

aeruginosa kaynaklı akut bakteriyel prostatitleri düzeltebildiği gösterilmiştir (81). 

Timokinonun Mycobacterium tuberculosis’e karşı antitüberküloz aktiviteye 

sahip olduğu, Candida krusei, Candida albicans ve Candida tropicalis ve patojenik 
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dermatofit suşlara (Trichopyton mentagrophytos, Microsporum canis gibi) karşı 

antifungal aktivite gösterdiği bildirilmektedir (82, 83). 

 

- Antiinflamatuvar etkisi 

Timokinonun antiinflamatuvar etkiye sahip olduğu yapılan birçok çalışmada 

gösterilmiştir. Siklooksijenazı ve lipooksijenazı engellemesi, ROS oluşumunu ve 

sitokin üretimini azaltması başlıca antiinflamatuvar etkisinden sorumlu 

mekanizmalardır. 

Timokinonun inflamasyona karşı etkisini dozdan bağımsız olarak, 

inflamasyona aracılık eden COX ve lipooksigenaz (LO) enzimlerinin arakidonat 

yolaklarını inhibe ederek; proinflamatuvar sitokinlerin serbest bırakılmasına, reaktif 

oksijen ve nitrojen türlerinin üretilmesini engelleyerek etki gösterdiği belirtilmiştir 

(84, 56, 85, 50). Timokinon, deneysel alerjik ensefalomiyelit, kolit ve artriti içeren 

çeşitli inflamatuvar hastalıklarda antiinflamatuvar etki göstermiştir (86 - 88). 

Timokinonun koruyucu etkisinin IL-1β ve tümör nekroz faktörünü (THF-α) 

azaltarak, NF-KB’yi inhibe ederek gösterdiği bildirilmiştir (86, 89).  

Yapılan çalışmalarda timokinonun antiinflamatuvar etkileri alerjik akciğer 

inflamasyonlu fare modelinde gösterilmiştir. Timokinonun akciğerdeki inflamatuvar 

hücre infiltrasyonunu, Th2 sitokinleri ve akciğer eozinofilisini azaltarak alerjik 

astımda pulmoner inflamasyonu azalttığı bildirilmiştir (90, 91).   

Timokinonun bazı antiinflamatuvar etkileri histamin üretimi ve/veya 

salınmasının inhibisyonuna bağlıdır. Timokinon OVA maruziyetli farelerde 

histamini düşürerek alerjik konjunktivitin belirtilerini hafifletmiştir (92). Ayrıca, 

timokinonun sıçanlarda histamin ve platelet aktive edici faktör salımını inhibe ederek 

asetik asit ile oluşan koliti engellediği gösterilmiştir (87).   

  

- Antikanser etkisi 

İnsan kanser hücrelerinde selektif sitotoksisitesini gösterdiği yerlerde 

timokinonun hücre büyümesini engelleyici ve hücre ölümü ile sonlanan anti kanser 

etkisini belirlemek üzere çeşitli preklinik çalışmalar yapılmıştır (93). Timokinonun 

NF-κB’yi, Akt aktivasyonunu ve hücredışı kinaz sinyal yollarını baskılayarak tümör 

hücrelerinde apoptozu sağladığı raporlanmıştır. Timokinonun anjiyogenez, invazyon 
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ve metastaz dahil diğer tümorojenik proseslerle de ilişkili olduğu ortaya konulmuştur 

(94). Tümörogeneze veya ilaç direnci geliştirmeye dahil olan ve karsinojen madde 

metabolize edici enzimler, transkripsiyon faktörler, hücre döngüsünü düzenleyici 

proteinler olmak üzere timokinonun çoklu hedefleri tanımlanmıştır. Birçok in vivo 

hayvan modelli çalışma, timokinonun kolonda, ön midede, karaciğerde, deride, ağız 

boşluğunda indüklenmiş karsinojenezi inhibe ettiği gösterilmiştir (Bkz. Tablo 2.3.) 

(39).  

 

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

Deneysel model Uygulama yolu Doz Bulgular 

APCmin+ farede kolorektal 
tümör oluşumu 

Günlük oral 
beslenme 

 12 hafta boyunca 
375 mg/kg b.w 

İntestinde geniş polip 
sayısında ↓, aktiflenmiş 
GSK-3β, β-kateinin 
membran 
lokalizasyonu↑, c-
myc’nin nükleer 
ekspresyonu↓ 

İndüklenmiş DMBA 
Hamster bukkal kese 
karsiyogenezisi  

Günaşırı oral 
uygulama 

DMBA’dan 1 
hafta önce 
başlayarak ve 14 
hafta devam eden 
30 mg/kg b.w  

Bukkal skuamoz hücre 
karsinomları↓, hücre 
yüzey 
glikokonjugatlarının  
indüklenmiş DMBA 
düzeylerinde ↓ 

İsviçreli albino farede 
indüklenmiş B[α]P ön 
mide bölümü 
karsiyogenezisi 

İçme suyunda B[α]P öncesi, 
sırası ve sonrası 
tedavide %0,01 

Tümör insidansında 
%70 ve çeşitliliğinde 
%60 orandında ↓, 
indüklenmiş hetapatik 
antioksidan enzim 
aktivitesi 

İndüklenmiş NDEA sıçan 
hepatokarsinogenezisi 

NDEA’dan 2 
hafta önce 
başlamak üzere 
veya 10 haftalık  
NDEA 
maruziyetinden 
sonra 5 haftalık 
oral uygulama 

Tedavi öncesinde  
haftada 3 olmak  
üzere 18 hafta 
boyunca veya 
tedavi sonrasında 
son 5 hafta 
boyunca 20 mg/kg 
b.w 

Hepatik modül 
ortalamasında ↓, tümör 
işaretleyici 
ekpresyonlarıda ↓, p21 
ekspresyonunda ↑, 
majör karaciğer 
enzimleri aktivitesinde 
↓ 

Wistar sıçanlarında 
indüklenmiş DMH’li 
kolon karsiyogenezisinin 

Günlük 
intraperitoneal 
enjeksiyon 

10 veya 20 hafta 
boyunca DMH 
maruziyetinden 

TK ile tedavi öncesi ve 
sonrası, kolon 
tümörlerinin insidansı 
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başlaması ve artması önce veya sonra, 5 
mg/kg b.w 

ve çeşitliliğinde ↓, 
indüklenmiş DMH’li 
oksidatif streste 
düzelme 

Balb/c dişi farelerinde 
indüklenmiş DMH kolon 
karsiyogenezisi 

İntraperitoneal 
enjeksiyon 

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

ACF sayı ve 
büyüklüğünde ↓, kolon 
adenomalarının 
çeşitliliğinde ↓, 
tümörlerde büyümüş 
kaspaz-3 
ekspresyonunda ↓ 

NMRI faresinde HCT116 
kolon kanser hücre 
ksenogreft tümör 
büyümesi 

Haftada 3 defa 
intraperitoneal 
enjeksiyon 

3 hafta boyunca 
20 mg/kg b.w 

Ksenogreft tümör 
ebatında ↓, indüklenmiş 
apoptoz ve inhibe 
olmuş tümör hücre 
proliferasyonu 

PyVT fare memeli 
tümörünün akciğer 
metastazından elde edilen 
ve ortotopikal olarak 
fareye enjekte edilen 
L129 hücrenin büyümesi 

Günlük 
intraperitoneal 
enjeksiyon 

10 gün boyunca 
40 mg/kg b.w 

Ortotopikal olarak 
enjekte edilen fare 
memeli tümör 
hücrelerinin hacim ve 
ağırlığında ↓ 

Erkek İsviçreli albino 
farede indüklenmiş 20-
MC fibrosarkoma 

Günlük içme suyu MC tedavisinden 
1 hafta önce 
başlayarak ve 
tedavi sonrasında 
devam ederek 
%0,01 

Tümör insidansında 
%43 inhibisyon ve 
tümör yükünde %34 
inhibisyon 

C3HHf/Bu Zgr/Hr 
faresinde in vivo 
fibrosarkoma (FsaR) ve 
skuamöz hücre karsinom 
büyümesi 

İntratümöral 
enjeksiyon 

1.,4.,5. ve 11. 
günlerde 5 mg/kg 
b.w 

FasR ksenogreft tümör 
hücre büyümesinde 
%43 ve SSC VII 
ksenogreft tümör hücre 
büyümesinde %52 
azalma  

Çıplak farede MDA-MB-
231 göğüs kanser hücre 
ksenogreft tümör 
büyümesi 

2 hafta boyunca 
haftada 6 gün 
intraperitoneal 
enjeksiyon  

4 veya 8 mg/kg 
b.w 

Ksenogreft tümör 
hacminde ↓, hepatik 
CAT ve SOD 
aktiviteleri ↑, Ki67, 
XIAP, Bcl-2, Bcl-xl, 
survivin 
ekspresyonunda ↓, 
fosforilasyonda ve p38 
MAP kinazda ↑ 
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SCID erkek farede PC3 
prostat kanser hücre 
ksenogreft tümör 
büyümesi 

Subkütan 
enjeksiyon 

15 gün boyunca 
günlük 6 mg/kg 
b.w 

Tümör ebatında, 
ağırlığında ve tümör 
kan damarı sayısında ↓ 

Çıplak farede C4-2B 
prostat kanser hücre 
ksenogreft tümör 
büyümesi 

Subkütan 
enjeksiyon 

31 gün boyunca 
günlük 20 mg/kg 
b.w 

Tümör ebatında ↓, AR, 
E2F1 ve siklin A 
ekspresyonunda ↓ 

SCID faresinde NCI-460 
akciğer kanser hücre 
ksenogreft tümör 
büyümesi 

Subkütan 
enjeksiyon 

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

Tümör hacminde ↓, NF-
κB aktivitesinde ↓   

Çıplak farede SaOS-2 
hücrelerinin ksenogreft 
tümör büyümesi 

İntragastrik 
uygulama 

15 gün boyunca 
günlük 6 mg/kg 
b.w 

Tümör hacminde ↓, 
CD34 veVEGF, NF-κB, 
Ki67, XIAP 
ekspresyonunda ↓, 
büyümüş kaspaz-3 ve 
Smac ekspresyonunda ↑ 

Çıplak farede gastrik 
kanser hücre ksenogreft 
tümör büyümesi 

4 hafta boyunca 
haftada 3 defa 
intraperitoneal 
enjeksiyon 

20 mg/kg b.w Ksenogreft tümörlerin 
hacim ve ağırlığında ↓, 
TUNNEL pozitifliğinde 
↑ 

Farede kuyruk damarı ile 
enjekte edilen B16F10 
melanoma hücrelerinin 
akciğer metastazı 

Günlük gavaj 3 hafta boyunca 
20 mg/kg b.w 

Akciğerdeki tümör 
nodul sayısında ↓ 

 

Timokinonun kanser koruyucu mekanizmaları: 1) kanserli dokulardaki 

apoptotik hücre ölümünü, apoptotik gen ekspresyonunu up-regüle ve anti-apoptotik 

gen ekspresyonunu down-regule ederek azaltarak, 2) kanserli hücrenin sağkalımını 

engellemek için Akt aktivasyonunu baskılayarak, 3) onkojenik ekspresyonu kontrol 

etmek için NF-kappa B yolağını deaktive ederek, 4) antioksidan enzimlerin 

aktivitesini arttırarak, 5) kanser tedavisinde normal hücreleri koruyarak, 6) CYP450 

enzimlerini hasardan koruyarak gerçekleştirdiği bildirilmiştir (Şekil 2.4.) (23). 
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Şekil 2.4. Timokinonun kansere karşı mekanizmaları (23). 

- Karaciğer üzerine etkisi 

Timokinonun karaciğer koruyucu etkisine dair mekanizması kesin olarak 

bilinmese de hücre arası glutatyonu korumasıyla ilişkili olabileceği bildirilmiştir  

(34). 

Nagi ve ark. (95)’nın, Swiss albino farede yaptığı çalışmada; indüklenmiş 

karbon tetraklorür (CCl4) ile oluşturulan hepatotoksisiteyi 100 mg/kg timokinonun 

ortadan kaldırdığı gösterilmiştir. Timokinonun hepatotoksisite üzerindeki koruyucu 

etkisinin oral, intraperitoneal vb. uygulama yollarına bağlı değişebileceği ileri 

sürülmektedir (4).  

Daba ve Abdel-Rahmen (76)’nın yaptığı çalışmada, timokinonun tert-butil 

hidroksiperoksit ile oluşturulan hepatotoksisite üzerinde koruyucu etki gösterdiğini 

bildirmişlerdir (76). 

Çörek otu yağı ile 4 hafta boyunca önceden tedavi edilen sıçanlarda CCl4 ve 

D-galaktozamin ile indüklenmiş hepatik hasara karşı koruyucu etkisinin incelendiği 

çalışmada, önceden oluşan hepatotoksisiteye karşı kısmi, sonrasına ise tam bir 

koruma sağladığı gösterilmiştir. 4 hafta boyunca 800 mg/kg/gün dozunda oral olarak 

verilen çörek otu yağının karaciğer üzerinde herhangi bir hasar oluşturmadığı, serum 

total kolesterol, LDL, trigliserid ve HDL’yi önemli derecede azalttığı gösterilmiştir 

(96).  

Karbon tetraklorür uygulanmasından 5 gün önce ve 1 gün sonra içme suyu ile 
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fareye 8 mg/kg/gün timokinonun verildiği çalışmada karaciğerin biyokimyasal ve 

histolojik hasar parametrelerinde düzelme sağladığı gösterilmiştir (97). 

Al-Malki ve ark. (98)’nın yaptığı çalışmada timokinonun sisplatin ile 

indüklenmiş hepatotoksisitenin başlamasında ve ilerlemesinde koruyucu bir etki 

sağladığını göstermiştir. 

 

- Antidiyabetik etkisi 

Deneysel ve klinik çalışmalar göz önünde bulundurulduğunda timokinonun 

diyabet üzerinde olumlu etkileri gösterilmektedir. Timokinonun tip 2 diyabetli 

hastalarda glisemik kontrol ve diyabet komplikasyonlarında iyileşme sağlayabileceği 

bildirilmektedir. Timokinonun 100 mg/gün konvansiyonel diyabet tedavisinin üç ay 

boyunca izlendiği klinik araştırmaya göre, düşük glukoz düzeyleri ve endotel 

işlevlerinde iyileşme olduğu ve bir aylık timokinon takviyesinin glikozillenmiş 

hemoglobin düzeylerini belirgin oranda düşürdüğü belirtilmiştir (99). 

Çörek otunun hayvanlardaki deneysel (alloxan ile indüklenmiş) diyabet 

üzerindeki etkisinin incelendiği çalışmalarda 50 mg/kg N. sativa tohumu uçucu 

yağının intraperitoneal olarak uygulanmasını takiben 4-6 saat içinde açlık kan şekeri 

düzeyinde önemli bir azalma sağladığı ve insulin konsantrasyonunun etkilenmediği 

gösterilmiştir (100). 2 ay boyunca N. sativa ekstraktının uygulanması sonucunda 

glukoz ve lipid peroksidaz konsantrasyonlarında azalma, glutatyon ve 

seruloplazminde artma ve biyokimyasal ve histokimyasal karaciğer hasar 

göstergelerinde iyileşme sağlandığı belirtilmiştir (101).  

Yapılan bir çalışmada günlük oral timokinonun verilmesinde (30 gün 50 

mg/kg) streptozosin ile indüklenen diyabetik hamsterlarda hızlı kan glukoz artışını ve 

glikozlanmış hemoglobin seviyesini önemli derecede azaltmıştır (102).  

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

plazma glukozunda önemli azalma ve insülin seviyesinde artma ile sonuçlandığı 

gösterilmiştir (103). Timokinon ile STZ diyabetik sıçanlarda tedavi COX-2 

enzimlerinin ekspresyonu, lipid peroksidasyonu ve MDA seviyelerinin artmasını 

engellemiştir ve pankreatik dokuda SOD seviyesini arttırmıştır (104). 

 

-  Bağışıklık yanıtını düzenleyici etkisi 
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 Al-Sa'aidi ve ark. (105)’nın immunosupresyon oluşturulmuş erkek 

tavşanlarda yaptığı çalışmada N. sativa tohumları alan grupta lenfosit, monosit ve 

eosinofil yüzdelerinin önemli derecede azaldığı, azalan fagosit aktivitesi ve kemik 

iliği mitotik indeksinin normale döndüğü ve immunoglobulin M (IgM) titresinin 

arttığı gözlenmiştir (105). N. sativa tohumlarının interlökin (IL), IL-3 salımı ve artan 

IL-4 üretimi için T-lenfositleri aktive ettiği bildirilmişttir (106). 

Buna göre timokinonun baskılanan bağışıklık yanıtını düzenleyebileceği 

düşünülmektedir. 

  

- Antifibrotik etkisi 

Timokinon fibroz oluşuma karşı koruyucu etkiye sahiptir. Sıçan karaciğer 

hücrelerinde yapılan çalışmada tiyoasetamidinin neden olduğu karaciğer fibrozu ve 

inflamasyonuna karşı timokinonun PI3K’yı engelleyerek ve TLR4 sinyal yolağını 

düzenleyerek karaciğer fibrozunu azalttığı belirtilmiştir. Bu çalışmada timokinon 

tarafından apopitozun indüklendiği, CD14 ve TLR4 ekspresyonunun ve kollajen-I ve 

PI3K ekspresyonunun azaldığı, Akt fosforilasyonunun baskılandığı, serum ALT ve 

AST düzeylerinin azaldığı gösterilmiştir (107).  

Timokinonun parasetamol maruziyetine bağlı karaciğer sirozu ve fibrozunun 

oluşumunu engellediği bildirilmiştir (42).  

 

- Üreme sistemi üzerine etkisi 

Kadmiyumun fare ve sıçan testislerinde büyük ölçüde toksik etki yarattığı ve 

memeli testislerinde de bazı morfolojik ve biyokimyasal değişikliklere neden olduğu 

bildirilmiştir (108). Sayed ve ark. (109)’nın yaptığı çalışmada sadece kadmiyuma 

maruz bırakılanlar ile kadmiyum ve timokinonun birlikte uygulandığı sıçanlardaki 

sperm sayısında ciddi bir azalma görülmüştür. Sadece kadmiyum alan sıçanların 

sperm mortalitesi ve anormallikleri de önemli bir derecede artış, epididimisinde 

histopatolojik değişiklikler, prostat, intestinal ödem, lenfomatik infiltrasyon 

gelişirken; kadmiyumla beraber timokinonun uygulandığı sıçanlarda sperm 

mortalitesi ve anormalliklerinde iyileşme, normal bir epididimis ve normale yakın 

ödem gözlenmiştir (109). 
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- Renal koruyucu etkisi  

Nefrotoksik ilaç olan sisplatinin uygulanmasından 30 dakika önce 50 mg/kg 

çörek otu tohum ektresinin uygulandığı çalışmada, timokinon uygulamasının 

biyokimyasal ve fizyolojik nefrotoksisite indislerinin iyileştirilmesinde etkili olduğu 

görülmüştür (110). Koruyucu etkinin nedeni kesin olarak açıklanamasa da ekstrenin 

antioksidan etkisi ile nefrotoksik ilacın serbest radikal oluşturma etkisini azalttığı 

şeklinde olabileceği ileri sürülmüştür (34). 

Böbrek ve renal alogreftlerin kompleks bir fizyolojisi olarak tanımlanan renal 

iskemi üzerine timokinonun etkinliğine ilişkin yapılan çalışmada, N. sativa yağının 

uygulanması ile serum kan üre nitrojeni, MDA, NO, protein karbonil içeriği ve 

kreatinde azalma görülürken; SOD, CAT, GSH-Px ve total antioksidan kapasitesinde 

artış gözlenmiştir (111). 

 

- Gastrointestinal sistem üzerindeki etkisi  

Batı toplumlarında %10-20 oranında görülen ve yaşam kalitesinde düşüşe 

neden olan ve kronik tedavi gerektiren gastrik lezyon, gastrik mukozal hasar, kolit, 

ülser, kronik pankreatit gibi gastrointestinal hastalıkların tedavisinde genel olarak 

kullanılan ilaçların yan etkilerinden dolayı bu hastalıklarda doğal ürünlerin 

kullanılması üzerine ilgi artmıştır. N. sativa yağınını ve aktif bileşeni timokinonun bu 

hastalıkların belirtilerini azalttığı gösterilmiştir (112). 

Çörek otu yağının Schistosoma mansoni ile enfekte edilmiş farelerde 

antioksidan etkisi ve konakçı immunolojik sistemi etkileyerek, ALT, gamma-

glutamil-transferaz (GGT) ve alkalin fosfataz (ATP) aktivitlerindeki önceden 

meydana gelen değişikleri, ayrıca serum albumin içeriğini de kısmen düzelttiği 

gösterilmiştir (113) 

 

- Antinosiseptif etkisi  

N. sativa’nın antinosiseptif etkisi hayvan modellerinde geniş bir şekilde 

araştırılmıştır ve birkaç çalışmada da insanlar üzerindeki etkisi değerlendirilmiştir 

(114). 

Hot-plate (kızgın levha) testi, kıvranma testi, kuyruk kıstırma testi ve 

formalin testine tabi tutulan, 50-400 mg/kg oranında oral verilen N. sativa yağının; 
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kızgın levha ve kuyruk kıstırma testlerinde nosiseptif cevap latensini önemli 

derecede arttırdığı, kıvranma testinde de kıvranma hareketlerini azalttığı 

görülmüştür. Formalin testinin erken dönemlerinde N. sativa yağı, nosiseptif cevabı 

önemli derecede baskılarken, geç dönemlerinde cevabı azaltmamıştır (36).  

 

- Kalp üzerindeki koruyucu etkisi  

Kardiyovasküler hastalıklar ölüm nedenleri arasında ilk sıralardadır. Lipid 

profillerindeki değişiklikler, diyabet ve hipertansiyon en sık görülen kardiyovasküler 

hastalıklar olarak belirtilmektedir (115, 116). Oksidatif stresle ilişkilendirilen 

hipertansiyonun, antioksidan koruma mekanizma ile serbest radikal oluşum 

arasındaki dengenin bozulmasından kaynaklandığı bilinmektedir (117). 

Epidemiyolojik çalışmalarda önemli bir kardiyovasküler hastalık olan 

hipertansiyonun geleneksel tedavisinde çörek otu tohumu kullanımı kaz basıncını 

düzenleyebildiği bildirilmektedir. Diüretik etkilerinden olduğu tahmin edilen 

ekstrenin köpeklerde kan basıncını düşürdüğü gösterilmiştir (118). 

Ragheb ve ark. (119)’nın yaptıkları bir çalışmada nazogastrik tüp ile 

uygulanan 20 mg/kg/gün dozundaki timokinonun oksidatif stresi azalttığı ve lipid 

profilini düzelttiği ve hiperkolesterolemik hayvanlarda koroner arter hastalıklarının 

ana nedeni olarak gösterilen aterosklerozisinin gelişmesini engellediği gösterilmiştir. 

Timokinonun i.v. olarak uygulanmasını takiben doza bağlı olarak arteriyel 

kan basıncında ve kalp atış hızında azalma gözlenmiştir (120).  

Siklosporin A ile maruz bırakılan farelerde çörek otu yağının etkisi kalp ve 

böbrek üzerinde değerlendirilmiştir. Kalp ve böbrek dokusunda SOD, CAT ve GSH-

Px’ın aktivitelerini arttırarak ve MDA, nitrik oksit ve protein karbonil seviyelerini 

azaltarak çörek otu yapının siklosporin A’nın neden olduğu doku hasarını 

azaltabildiği gösterilmiştir (121).  

 

- Antihistaminik etkisi  

Etanol ile indüklenmiş mide mukozasında, miyeloperoksidaz aktivitesi ve 

karın dokularında gastrik histamin içeriği arttırılmış olan farelerde etanol uygulama 

öncesinde 10 ml/kg çörek otu yağı ve 10 mg/kg timokinon uygulandığında, her iki 

durumda da miyelopreksidaz aktivitesi ve gastrik histamin içeriği önemli derecede 
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azalmıştır; ancak timokinon çörek otu yağı ile karşılaştırıldığında daha az bir düşüş 

sağladığı belirlenmiştir (122). 

 

-  Antihelmintik etkisi 

İki hafta boyunca 2,5 ve 5,0 ml/kg oral çörek otu yağının uygulanmasını 

takiben karaciğerdeki Schistosoma masnsoni kurtçuklarının sayısında, karaciğer ve 

barsakta biriken yumurtaların sayısında azalma olduğu gösterilmiştir (113). 

 

-  Sinir sistemi üzerindeki etkisi 

Timokinonun, parkinsonlu hastalardan elde edilen hücre kültürlerinde birincil 

dopaminerjik nöronlarda koruyucu olduğu bildirilmiştir. 

Timokinonun sıçan birincil hipokampal ve insan indüklenmiş pluripotent kök 

hücreden kaynak alan nöron hücrelerinde koruyucu etkileri gösterilmiştir (123).   

Timokinonun 40 ve 80 mg/kg peritoneal uygulanması sonucunda miyelitik 

nöbet süresinde azalma ve başlangıcında gecikme olduğu bildirilmiştir. Timokinonun 

yapılan çalışmalar ile antikonvülsan etkileri gösterilmiştir (124).  

Timokinon, GABAerjik ve nitrierjik modülasyon aracılığıyla anksiyolitik 

aktivite göstermiştir. Timokinon (20 mg/kg), stresli farelerde plazma nitritte azalma 

ve beyin GABA içeriğinin azalmasının tersine çevrilmesiyle anksiyolitik etkiler 

göstermiştir. Ayrıca, timokinon antidepresan etkiler göstermiştir (125).   

 

- Solunum sistemi üzerindeki etkisi 

Çörek otu tohumları solunum yolu problemlerine karşı iyi edici etkilere sahip 

olduğu bilinmektedir. Timokinonun sıçanlarda akut respiratuvar sendromu 

tedavisinde faydalı olabileceği gösterilmiştir (126). 

Üretan ile anestezi yapılan kobaya 4-32 ml/kg intravenöz çörek otu uçucu 

yağının uygulanması sonucu doz bağımlı olarak solunum ve intratekal basınçta artış 

gözlenmiştir. 1.6-6.4 mg/kg intravenöz timokinon uygulanması takiben solunum 

oranında hiçbir etki oluşmadan intratekal basınçta önemli bir artışa yol açmıştır. 

Uçucu yağ ile indüklenen solunum etkilerine histaminerjik mekanizmalarının 

doğrudan dahil olması ve muskarinik kolinerjik mekanizmaların dolaylı aktivasyonu 

ile histamin salınmasının aracılık ettiği öne sürülmüştür (120). 
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- Antiviral etkisi 

Konakçı hücrelerde lenfosit deplesyonuna yol açarak viral enfeksiyonlar 

apoptoza neden olur; antioksidanların hedef hücrelerde viral replikasyonu ve virusler 

tarafından indüklenen apoptozu inhibe edebildiği bildirilmiştir (127). Çörek otu 

yağının intraperitoneal olarak uygulandığı farelerde enfeksiyonun 3. gününde dalak 

ve karaciğerdeki virus titresinin tamamen inhibe olduğu gösterilmiştir (128). 

Hepatit C olan ancak IFN-α kullanmaya uygun olmayan bir hasta üzerinde 

yapılan bir araştırmada 3 ay boyunca günde 3 defa 450 mg çörek otu yağı kapsülü 

kullanıldığında, viral yükünde önemli derecede azalma ve antioksidan aktivitesinde 

artma sonucu oksidatif streste azalma görülmüştür (129). 

 

2.1.6. Timokinonun Toksisitesi ve Güvenliliğinin Değerlendirilmesi 

 

N. sativa tohum ekstreleri ve bileşenleri düşük toksisiteye sahiptir. 

Timokinon toksisitesi üzerine yapılan çalışmalarda, toksik etkileri ancak çok yüksek 

dozlarında gösterilebilmiştir.   

5 gün boyunca 50 mg/kg intraperitoneal N. sativa tohum ekstresi uygulaması 

sonrasında; karaciğer ve renal işlevlerden sorumlu enzim ve metabolit aktivitesi 

üzerinde önemli hiçbir etki göstermediği belirtilmiştir (110). Tohum yağının 10 

ml/kg oral dozunun uygulanması sonrasında bir mortalite ve hedef hepatik enzimler 

dahil olmak üzere belirgin bir toksiste gözlenmemiştir (58, 130).   

Timokinonun farede akut oral uygulamasını takiben gözlenen LD50 değeri 2.4 

g/kg’dır. Subkronik deneyde, içme suyu ile %0.01, %0.02, %0.03 

konsantrasyonlarında ve günlük alım dozlarına eşdeğer 30, 60, 90 mg/kg miktarlarda 

90 günlük timokinon takviyesinin mortaliteye veya önemli toksikolojik değişikliklere 

neden olmadığı; dokudaki GSH içeriği, toplam protein, üre, kreatin, trigliserid 

plazma düzeyleri, ALT, LDH, kreatin fosfokinaz enzim aktivitesi üzerinde önemli 

etki göstermemiş; ne bütünsel ne de mikroskobik doku hasarı gözlemlenmemiştir.  

Bir diğer çalışmada timokinonun sıçanlarda 2-3 g/kg (yüksek doz) 

uygulanmasını takiben 24 saatte karaciğer, böbrek ve kalp dokularındaki indirgenmiş 

GSH düzeylerinde önemli bir azalma meydana geldiği gösterilmiştir. Timokinon 

uygulaması ayrıca kreatin fosfokinaz, laktat dehidrogenaz (LDH), alanin amino 
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transferaz (ALT) gibi çeşitli enzimlerin katalitik akivitesinde ve plazma üre ve 

kreatin düzeylerinin önemli derecede yükselmesine neden olmuştur. (131). 

Timokinonun 4, 8, 12,5, 25 ve 50 mg/kg dozlarında i.p. olarak uygulanması 

sonucu serum ALT, aspartat transaminaz (AST) ve LDH enzim aktiviteleri gibi 

biyokimyasal değişiklikler üzerine önemli etki oluşturmadığı; ancak 50 mg/kg 

üzerinde uygulanan dozlarda 90,3 mg/kg LD50 değeri ile letal etki oluşturduğu 

belirtilmiştir (132).  

Timokinonun dişi ve erkek fare ve sıçandaki LD50 değerinin tespit edilmesi 

için yapılan çalışmada, farede intraperitoneal uygulama sonrasında LD50 değeri 104,7 

mg/kg, oral uygulama sonrasında ise LD50 değeri 870,9 mg/kg; sıçanda 

intraperitoneal uygulama sonrasında LD50 değeri 57,5 mg/kg, oral uygulama 

sonrasında ise LD50 değeri 794,3 mg/kg bulunmuştur. Timokinonun oral olarak 

uygulandığında daha güvenli olduğu sonucuna varılmıştır. Çalışmada timokinonu i.p. 

enjeksiyon yoluyla uygulanan hayvanlarda abdominal kas kasılması ve ataksi birkaç 

saat sürmüştür, 6.saatte yanıtlar azalmıştır ve uyuşukluk gözlenmiştir ve 24. saatte bu 

belirtiler düzelmiştir (133). 

Akut toksisite çalışmalarında (Tablo 2.4.), timokinonun farelerde oral LD50 

2,4 g/kg olarak ve sıçanlarda i.p. LD50 değeri 10 mg/kg olarak bildirilmiştir (4,96). 

Al-Ali ve ark. (133) tarafından, farelerdeki i.p. LD50 değeri 104,7 mg/kg ve oral LD50 

değeri 870,9 mg/kg; sıçanlarda ise i.p. LD50 değeri 57,5 mg/kg ve oral LD50 değeri 

794.3 mg/kg olarak bildirilmiştir.  

Yapılan başka bir çalışmada, 14 hafta boyunca 200 mg/kg/gün verilen çörek 

otu yağının, erkek sıçanların karciğer, böbrek, dalak ve diğer organlarda patolojik 

değişikliklere neden olmadığı ve kan biyokimyasını etkilemediği bildirilmektedir 

(134). Sıçanlara 12 hafta boyunca 2 ml/kg/gün çörek otu yağının oral dozu verilerek 

yapılan bir kronik toksisite çalışmasında histopatolojik modifikasyonlar, ALT, AST 

ve GSH dahil karaciğer enzim düzeylerinde değişiklikler gözlenmemiştir. 
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Tablo 2.4. Timokinon ve çörek otu yağının LD50 değerleri.  

 Deney hayvanı  Uygulama yolu LD50 
Timokinon 
Timokinon 
Timokinon 
Timokinon 
Timokinon 
Timokinon 
Timokinon 
Çörek otu yağı 
Çörek otu yağı 

Sıçan 
Sıçan 
Fare 
Fare 
Sıçan 
Fare 
Fare 
Fare 
Fare 

 i.p. 
i.p. 
i.p. 
i.p. 
oral 
oral 
oral 
i.p. 
oral 

57,5 mg/kg (133) 
10 mg/kg (27) 
104,7 mg/kg (133) 
90,3 mg/kg (132) 
794,3 mg/kg (133) 
794,3 mg/kg (133) 
2,4 g/kg (70) 
2,06 ml/kg (134) 
28,8 ml/kg (134) 

 

Sıçanlarda intraperitoneal uygulama sonrasında üreme toksisitesi açısından 

NOAEL 15 mg/kg olarak bildirilmiştir (135). İnraperitoneal uygulama ile erkek ve 

dişi sıçanlardaki maksimum tolere edilen doz (MTD) sırasıyla 22,5 mg/kg ve 15 

mg/kg; oral uygulamada ise her iksinde 250 mg/kg olarak bildirilmiştir (27). Akut 2 

g/kg ve daha yüksek doz uygulaması sonucu hipoaktivite ve solunum güçlüğü ortaya 

çıkmıştır (34, 131). 

Oral ve dermal maruziyetinde güvenliliğine dair bilgi olmadığından 

hamilelikte ve emzirme döneminde kullanımı güvenli değildir. Uterus düz kas 

kasılmasını sıçan ve kobaylarda konsantrasyona bağımlı inhibe ettiği gösterilmiştir 

(136). Timokinonun anti-anjiojenik etkisi nedeniyle hamilelikte kullanımının 

sakıncalı olduğu ileri sürülmüştür (53).  

 

2.2. Sisplatin  

 

2.2.1. Sisplatinin Genel Özellikleri ve Moleküler Yapısı 

 

Sisplatin, cis-[Pt(II)(NJ3))(2)Cl(2)], [PtCl2(NH3)2, CDDP], 1845 yılında ilk 

kez sentezlenmiş ve 1893 yılında Alfred Werner tarafından ilk olarak CDDP yapısına 

indirgenmiştir. 1965 yılında Rosenberg ve ark. (137), platin elektrodunun 

elektrolizinin, sisplatin oluşumu ile sonuçlandığını keşfetmişlerdir (137, 138). 1971 

yılında ilk defa kanser hastalarına uygunlanmış ve 1978’de ise önce Kanada, kısa bir 
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süre sonra Birleşik Devletler ve sonrasında tüm dünyada klinik kullanıma hazır hale 

gelmiştir (139). Sisplatin ile tedavi 1971 yılında başlamış, 1978 yılında FDA 

tarafından platin grubu taşıyan kemoterapötiklerin kanser tedavisinde kullanımı 

onaylanmıştır (140, 141). Kanser tedavisinde geniş bir kullanım alanı olan en güçlü 

kemoterapi ilaçlarından biri olarak sisplatinin keşfedilmesi, paltin (II) ve diğer metal 

içerikli bileşiklerin potansiyel antikanser ilaç olarak kullanılmalarına olan ilginin 

artmasını sağlayan bir köşe taşı olmuştur. Sisplatinin klinik kullanımının sarkoma 

kanserleri, yumuşak doku, kemik, kas ve damar kanserleri dahil olmak üzere farklı 

birçok kanseri başarılı bir şekilde tedavi ettiği belirtilmiştir. (137, 138). 

Sisplatinin antitümör etki mekanizması tam olarak anlaşılamamıştır ancak, 

genel olarak sisplatinin hidrolize olduğu ve monoaqua kompleksin, hedeflenmiş 

DNA ile reaksiyona giren nihai sitotoksik ajanı olduğu belirtilmektedir (142, 143). 

Sisplatin beyaz veya sarı kristal bir toz olup suda az, dimetilpirimidin ve N, 

N-dimetilformidte tam olarak çözünür. Molekül ağırlığı 301,1 g/mol, yoğunluğu 3,74 

g/cm3 ve kaynama noktası 270oC olan, kare oluşturacak şekilde platin iyonuna bağlı 

iki amin grubu ve iki klor grubundan oluşan nötr bir organik moleküldür (Şekil 2.5.). 

Amin grupları taşıyıcı ligandları, klor iyonları ise ayrılan grupları gösterir. Ayrılan 

grupların varlığı, sisplatinin biyolojik aktivitesi açısıdan esansiyeldir (144).  

Sisplatin hem genotoksik hem de mutajeniktir. Ayrıca hayvanlarda 

karsinojenik olduğuna dair bilgiler yer alsa da insanlar için tek ajan olarak 

kullanıldığında karsinojenik olduğuna dair yeterli veri bulunmamaktadır (145, 146). 

IARC tarafından sınıf IIA olarak sınıflandırılmıştır (146). 

 

Şekil 2.5. Sisplatinin moleküler yapısı (147, 21). 

 

2.2.2. Sisplatinin Farmakokinetik Özellikleri 

 

Sisplatinin gastrointestinal kanaldan absorpsiyonu çok zayıftır ve bu nedenle 
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sadece paranteral olarak (i.v. veya i.p.) uygulanmaktadır (148).  

Sisplatin, plazma proteinine yüksek bağlanma kapasitesine sahiptir ve 

intravenöz infüzyon sonrasında yaklaşık %90 oranında plazma proteinlerine 

bağlanmaktadır. İlacın toksisitesinden serbest platin bileşikleri sorumlu tutulmaktadır 

(149-151).  

Sisplatinin intraselüler transportu açık olmamakla beraber hücreden hücreye 

değişiklik gösterebilir. Yakın zamanlı, kanserli hücre hatları kullanılarak yapılan 

çalışmalarda sisplatinin yarısının plazma membranları aracılığı ile pasif difüzyon ile 

diğer yarısının bilinmeyen taşıyıcılarla alındığı bildirilmiştir (152). 

Sisplatin, vücut sıvılarına ve tüm dokulara hızlı dağılım göstermektedir (151). 

Özellikle böbrek, karaciğer ve prostatta yüksek konsantrasyonlarda bulunmakla 

beraber karaciğer, böbrek, mesane, böbrek üstü bezi, over, femur ve ince barsaklarda 

plazmadan daha yüksek oranda sisplatin belirlenmiştir (149). Kan-beyin bariyerini 

kolaylıkla geçemez ve beyin omurilik sıvısında çok düşük konsantrasyonlarda 

bulunur (151). 

Sisplatinin metabolizasyonu tam olarak anlaşılamamakla beraber enzimatik 

olmayan yollarla plazma proteinlerine yüksek oranda bağlanan inaktif 

metabolitlerine dönüştürüldüğü bildirilmiştir (148). Siplatin glutatayon, metiyonin, 

sistein gibi düşük moleküler ağırlıklı; albumin ve nükleik asit gibi yüksek moleküler 

ağırlıklı moleküllerle etkileşime girerek böbreklerde biyotransformasyona uğradığı 

belirtilmektedir (153).  

Sisplatinin ana eliminasyon organı böbreklerdir. Sisplatin böbreklerde, 

glomerular filtrasyon ve tübüler sekresyon ile temizlenir. Böbreklerdeki sisplatin 

konsantrasyonu, kandakinden fazladır, bu da renal parankimal hücrelerce ilacın aktif 

birikimini göstermektedir (154).  
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Şekil 2.6. Sisplatin ve sulu solüsyonda monohidrate kompleks ilişkisi. 

Anderson ve ark. (155)’nın yaptığı çalışmada 100 mg/m2 salin çözeltisinde 1 

saatlik intravenöz sisplatin uygulamasında sisplatin ve monohidrate olmuş bileşik 

bileşiğinin klerensi sırasıyla 0,32 ± 0,05 ve 0,27 ± 0,11 l/dk/m2 olarak bulunmuştur. 

Monohidrate olmuş bileşiğin görünür dağılım hacmi (4 ± 2 l/m2) sisplatininkinden 

daha düşüktür (11 ± 2 l/m2). Sisplatin ve monohidrate olmuş bileşiğin eliminasyon 

oranları sırasıyla 0.030 ± 0.002 l/dk ve 0.07 ± 0.02 l/dk; yarılanma ömürleri 23 dk ve 

10 dk; AUC ve Cmax değerleri 15 ve %12 olarak bulunmuştur (Şekil 2.6.) (155). 

İlacın yaklaşık %90’ından fazlasının (ilk 24 saatte yaklaşık %25’inin) idrarla 

ve yaklaşık %10’u ise safra yolu ile elimine edildiği tespit edilmiştir (151, 156). 

Serbest platinlerin ortalama yarılanma ömrünün 20-45 dakika, toplam platinin 

ortalama yarılanma ömrünün 5 günden daha fazla olduğu belirtilmektedir (156).  

 

2.2.3. Sisplatinin Toksik Etki Mekanizmaları 

 

Sisplatin, iplikler arası çapraz bağlar ve eklentiler oluşturmak üzere DNA’ya 

bağlanır. Sisplatin tarafından oluşturulan DNA eklentileri, apoptoz ile sonuçlanacak 

olan DNA replikasyon ve/veya tanskripsiyonunu inhibe eder ve bazı sinyal 

transdüksiyon yolaklarını aktive eder (157). Sisplatinin (CDDP) hedef etkileri, 

bütünsel olarak Şekil 2.7.’de görülmektedir.  
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Şekil 2.7. Sisplatin hedefleri (158). 

Sisplatinin neden olduğu toksik etkilerin altında yatan birçok mekanizma ileri 

sürülmektedir. Bu mekanzimalar aşağıdaki şekilde verilebilir; 

 

- Oksidatif stres 

Normal fizyolojik şartlar altında hücreler ROS düzeyini, ROS oluşum ve 

onları elimine eden süpürücü sistem arasındaki dengeyle kontrol etmektedir. Ancak 

kanserli hücreler, onkojenik stimulasyon, artan metabolik aktivite ve mitokondriyel 

malformasyondan dolayı normalden daha çok ROS üretir.  

Oksidatif stres, en önemli sisplatin sitotoksik mekanizmalardan biridir. 

Sisplatin ile indüklenmiş oksidatif streste primer hedef mitokondridir; mitokondriyel 

protein sülfür grubu kaybı, kalsiyum alım inhibisyonu ve mitokondriyel membran 

potansiyelinde azalma ile sonuçlanır (159). ROS oluşumu sisplatin konsantrasyonuna 

ve maruziyet süresine bağlıdır (160). Hücreler arası redoks dengesi tiyol grubu (-SH) 

içeren moleküllerle sağlanmaktadır. Aşırı miktardaki ROS, hem ekstrinsik hem de 

intrinsik yolak aracılı apoptozu indükleyebilir (161). Daha da yüksek ROS, kanserli 

hücrede hem apoptoz hem de nekrozun oluşmasına neden olabilir (162). Ayrıca 

ROS, sitoplazmik bileşenlerin sekester oluşumunu içeren hücrenin kendi katabolik 

prosesi olan otofaji aracılı hücre ölümlerini de indükleyebilir (163). 
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- Kalsiyum sinyal yolaklarının değiştirilmesi 

Sisplatinin düşük hücreler arası klor iyon konstrasyonlarında oluşturduğu 

hidrolize olmuş formlarının, sisplatinden bin kat daha reaktif olduğu ve oksidatif 

fosforilasyonu ayırarak mitokondriyel solunumu inhibe ettiği gösterilmiştir. Bu 

durum da kalsiyumun mitokondriden sızmasına ve hücresel kalsiyum düzeylerinin 

geçici süreli atışına neden olmaktadır. Sisplatinin kalsiyum dengesini bozmasıyla 

öncelikli olarak lipid peroksidasyon ve enzim inhibisyonu gibi olaylar gerçekleşir. 

Bu olaylar mitokondriyel hasar, mitokondriyel fonksiyon inhibisyonu, ATP ve diğer 

ko-faktörlerin tükenmesi aracılığıyla hücrelere zarar vermektedir (164, 21). 

 

- Apoptoz 

Apoptoz, hücre büzülmesi, kromatin kondensasyonu, membran 

tomurcuklanması, fosfatidilserinin dışarı verilmesi ve kaspaz (sistein proteaz 

ailesinden enzim) aktivasyonuna neden olan enerji bağımlı kontrollü hücre ölümüdür 

(165).  

Sisplatin öncelikli olarak apoptoz ile hücre ölümünü indükler ve apoptoz 

sinyalindeki bir hasar sisplatin direncinin oluşmasına neden olur. Ekstrinsik ve 

intrinsik olmak üzere iki büyük apoptotik hücre ölüm yolağı bulunmaktadır. 

Ekstrinsik yolak, ölüm ile indüklemiş sinyal kompleksi oluşturmak üzere 

lingandların TNF-α reseptörüne bağlanması, bunu takiben adaptör molekül aracılığı 

ile prokaspaz-8’in oligomerizasyon ile başlar. İntrinsik yolak ise, DNA hasarı gibi 

hücresel stres ile başlar ve prokaspaz-9’un aktivasyonu ile sonuçlanan mitokondriden 

sitokrom-c salınması ile sonuçlanır.  

Sisplatinin klinik başarısının öncelikli olarak apoptozu tetiklemesinden mi 

geldiği sorusu halen tartışmaya açık olmakla berebar sisplatin ile indüklenmiş 

apoptoz için iki yolak önerilmiştir. Bunlardan birincisi tümör baskılayıcı protein 53’ü 

içerir; ikincisi ise P53-ilişkili p73 proteinidir (166). p53, sisplatin ile indüklenmiş 

hücre ölümündeki en büyük aracı olarak belirtilmiştir. p53 tümör baskılayıcısı, hücre 

döngüsünü durdurma veya DNA hasarı, onkogen aktivasyonu ve hipoksiye cevaben 

apoptozu indükler (167). 

İn vitro, düşük konsantrasyonlardaki sisplatin apoptotik hücre ölümüne neden 
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olurken, daha yüksek konsantrasyonlarda nekoraza neden olmaktadır (168, 169). 

Sisplatin ile indüklenmiş renal epitelyal hücre ölümü nedenleri arasında; TNF gibi 

ölüm reseptörleri ile aktive olan ekstrinsik yolak, intrinsik mitokondriyal yolak ve 

endoplazmik retikulum stres yolağı da dahil olmak üzere birkaç apoptotik yolak 

tanımlanmıştır (170, 171).  

 

- Protein kinaz C aktivasyonu 

Hücrenin sisplatin hassasiyeti/direnci üzerindeki etkisi, protein kinaz 

izoenzimlerin şekline ve hücresel içeriğine bağlıdır. Sisplatinin protein kinaz c 

aktivasyonu ile apoptoza neden olabileceği bildirilmiştir (172).  

 

- Mitojen ile Aktiflenmiş Protein Kinaz (MAPK) aktivasyonu 

Sisplatinin bazı hücre tiplerinde ektraselüler sinyal ile regüle olmuş kinazın 

(ERK) aktivasyonuna neden olduğu ve sisplatin ile indüklenmiş ERK aktivasyonu, 

sisplatin ile indüklenen DNA hasarının p53 aracılı onarımına bir zaman verdikten 

sonra, hücre döngüsünün durmasına yol açabileceği bildirilmiştir (173). 

Çevresel stres, p38 MAPK gen ailesini aktive eder ve p38 MAPK, p53 ile 

etkileşerek apoptozu başlatmak için proapoptotik PUMA ve NOXA genlerinin 

transkripsiyonunu stimule ettiği gösterilmiştir (174). 

 

- Jun Amino-Terminal Kinaz (JNK) aktivasyonu 

c-Jun N-terminal kinaz veya stres ile aktiflenmiş kinaz, DNA hasarı da dahil 

olmak üzere çeşitli stres uyarıcıları tarafından aktive edilir. Sisplatinin hem cis hem 

de trans formları JNK yolağını aktif hale getirir. P53’ün proapoptotik formu olan 

p73, sisplatin ile indüklenmiş apoptoza yol açmak üzere JNK ile bir kompleks 

oluşturur (175). 

 

- Akt aktivasyonu 

Akt, fosfotionitisid 3-kinaz yönünde hareket eden serin/treonin kinaz 

ailesindendir ve hücre canlılığında önemli bir rol oynamaktadır (176). Sisplatin ile 

indüklenmiş DNA hasarının, ser136’da Akt aracılı BAD fosforilasyonuna neden 

olduğu gösterilmiştir. Temel olarak BAD, sisplatin ile indüklenmiş DNA hasarı olan 
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hücrelerde fosforile olur ve BAD’ın bu fosforilasyonu hem sisplatine duyarlı hem de 

dirençli olan hücrelerin sislatin ile tedavisi sonrasında hücre canlılığı için gereklidir 

(177). 

 

- DNA katım ürünü oluşturma 

CDDP öncelikli olarak hücresel DNA ile çeşitli bifonksiyonel eklentiler 

oluşturarak DNA hasarı oluşturan bir antikanser ilaç olarak düşünülmüştür (178). 

Sisplatin reaktivitesi etrafındaki klor konsantrasyonlarından etkilenmektedir. Kanda 

ve hücreler arası sıvılardaki fiyolozik klor konsantrasyonu yaklaşık 100 mM ve 

dolayısı ile sisplatin nispeten daha az aktiftir. Hücre içinde klor miktarı birkaç 

milimolara düşer ve sisplatinin aktivitesi artar. Sulu solüsyonlarda sisplatin içindeki 

klor iyonları, bileşiğin aktif formlarını gösteren sulu türlerin oluşumuna izin vermek 

için ayrılır. Çiftleşmemiş elektronlu oksijen, nitrojen ve sülfür içeren nükleofilik 

gruplar, klor iyonları yerine platine bağlanır. Bu gruplar birçok amino asit zincirinde 

ve DNA veya RNA’nın purin bazlarında bulunur (Şekil 2.8.) (179).  

 

Şekil 2.8. Sisplatinin DNA eklentisi oluşturması (179).  

 

Sisplatin ile reaksiyona giren diğer bir güçlü nükleofil, glutatyondur. 

Glutatyonun sisplatin ile etkileşimi sonucu adenozin trifosfat (ATP) bağımlı dışa 

atım pompası ile hücreden atılması kolaylaşan bir bileşik oluşur. Böylece glutatyon, 

sisplatinin DNA’ya ulaşmadan önce reaktif platin içeriklerini engelleyerek sisplatin 

direncine neden olabilir (179).  

Sisplatinle modifiye edilmiş β-galaktosidaz enzim habercisi genin insan veya 

hamster hücrelerine eklenmesiyle transkripsiyonda üç kat azalma görüldüğü 
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bildirilmiştir (180).  

 

- İnflamatuvar yanıt 

İnflamatuar yanıtın sisplatin sitotoksisitesinde önemli bir role sahip olduğu 

son yıllardaki çalışmalarda gösterilmiştir. Bir proinflamatuvar sitokin olan TNF-α 

üretiminden sorumlu NF-κB de olmak üzere, birçok çalışmada sisplatinin bazı 

inflamatuvar sitokin ve kemokini arttırdığı da bildirilmektedir. Sisplatinin 

sitotoksisitesi, ROS dışında sitokin ve kemokinler tarafından da arttırılmaktadır (181, 

182).   

Sisplatinin uzun ve kısa dönemli etkileri çeşitli faktörler tarafından 

etkilenmektedir (Tablo 2.5.) (183). 

 

Tablo 2.5. Sisplatin metabolizması ve toksisitesini etkileyen faktörler. 

Toksik durum Faktörler 

Hücresel faktörler/DNA hasar 
cevabı 

-Hücresel senesans 
- Hücresel ölüm (apoptoz, nekroz) 
- Hücre disfonksiyonu 
 Genom instabilitesi 

Doku faraklılıkları -Metabolizma 
- Farmakokinetik 
- Proliferatif durum 
- DNA hasar cevabı 

Sistemik farklılıklar -Beslenme durumu 
- Hormonal (cinsiyet) 
- İmmunolojik etkiler 
- Yaş 
- Etnisite 

İleri yaş - Ototoksisite 
- Nörotoksisite 
- Nefrotoksisite 

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

 

- İşitme sistemi üzerine toksisitesi 

Sisplatin, bilinen en ototoksik ilaçtır. Sisplatin pediyatrik solid tümörlerin 

tedavisinde kullanılmaktadır ve çocuklarda doz sınırlandırıcı en büyük toksisite 

duyma kaybıdır. Tedavi olan hastaların %10 – 90’ında değişen düzeylerde duyma 

kaybı gelişir. Bu değişiklikler geri dönüşümsüzdür ve pediyatrik hastalar bu duruma 

çok yatkındır (184, 185). Bu bozulma, Corti organındaki işitme sensör hücrelerini 

etkiler ve hem duyma hem de vestibüler fonksiyonlar etkilenebilmektedir (186). 

Ototoksisite geri dönüşümsüzdür ve bu etki hipoalbunemi, uygulanan diğer tedaviler, 

genetik faktörler, renal yetmezlik ve hastanın yaşı ile ilişkilidir (187).   

Rademarker-Lakhai ve ark. (188), işitsel toksistenin NSCL karsinomu olan 

hastalarda sisplatin/gemsitabinin doz ve program yoğunluğu ile ilişkili olduğunu 

belirtmişlerdir. İşitme kaybı temel olarak yüksek sıklıklarda ve daha çok her iki 

haftada bir uygulandığında görülmüştür (188).  

 

- Böbrek üzerine toksisitesi 

Nefrotoksisite, sisplatinin dozunu sınırlayan önemli bir diğer toksisitedir. 

Sisplatin nefrotoksisitesi sisplatinin renal epitelyal hücrelere girişi, nükleer ve 

mitokondriyel DNA’yı hasara uğratması, çoklu hücre ölümü, yaşam yolaklarını 

aktive etmesi, güçlü bir inflamatuvar cevap oluşturması dahil bu ekilerin bütünsel bir 

sonucu olarak ortaya çıkar (189). 

Sisplatin ugyulanmasından birkaç gün sonra başlangıçta kendini serum 

kreatinin ve kan üre nitrojenin konstrasyonundaki artış ile renal yetmezlik kendini 

gösterir. İdrar çıkış sıklıklığı azalır (oligurik olmayan), idrarda glukoz ve proksimal 

tübüler yetersizliğinin belirteci olarak da az miktarda protein içerebilir. 

Hipomagnesemia da yaygındır ve genellikle glomerular filtrasyon hızında düşüş 

olmasa bile tekararlayan sisplatin dozlarından sonra görülür. Genellikle 2-4 haftalık 

bir periyot sonrasında renal fonksiyonların iyileştiği bildirilse de iyileşmenin 

olmadığı durumlar da raporlanmıştır. Progresif ve kalıcı nefrotoksisite, koruyucu 

önlemlere rağmen sisplatin tedavi kürlerinin sonucunda görülebilmektedir (190, 

191). 
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Doz, sıklık, kümülatif doz, ileri yaş, kadın olmak, sigara, hipoalbüminemi 

varolan renal yetersizlik (insanlarda sınırlı veri bulunmaktadır) durumları 

nefrotoksisiteyi arttıran faktörler arasında yer alır. Ayrıca diyabetin (insanlarda kesin 

değildir) ve organik katyon taşıyıcısı (OCT2) polimorfizm varlığının da 

nefrotoksisiteyi arttırabileceği ileri sürülmüştür (192). Yapılan bir çalışmada 50 

mg/m2 vücut yüzey alanından yüksek sisplatin dozu uygulandığında, glomerular 

filtrasyon hızı ile plazma magnezyum konsantrasyonun düştüğü gösterilmiştir (193). 

Son zamanlardaki raporlar, sisplatin nefrotoksisitesine (deneysel) doğrudan 

aracılık eden T lenfositler ile sisplatinin inflamatuvar patogenizini desteklemektedir. 

Sisplatin kanser hastalarında uygulandığında, hedeflenmiş T lenfositleri bu yan 

etkileri azaltabilmektedir (194). 

Araştırmacılar, sisplatin ile indüklenen nefrotoksisitenin insan ve sıçan 

böbrek kesitlerinde morfolojik olarak gen ekspresyonu ve fonksiyonel değişiklikler 

ile karakterize olduğunu bildirmiştir. Böbrek geni ekspresyonundaki değişiklikler, 

sisplatinin DNA hasarına, hücre büyümesinin engellenmesine ve apoptozun 

tetiklenmesine işaret etmektedir. Protein hasarına uğrayan genler, sisplatin 

taşıyıcıların hasarına, kalsiyum homeostazının ve hücresel metabolizmanın 

bozulmasına ve oksidatif strese neden olduğu belirtilmiştir (195). 

 

- Sinir sitemi üzerine toksisitesi  

Periferal nöröpati, sisplatinle ilişkili doz sınırlayıcı en önemli sorundur (196). 

Sisplatin alan hastaların yaklaşık olarak %50’sinde periferal nöropati geliştiği, ancak 

300 mg/m2’den daha yüksek bir kümülatif doza ulaşılana kadar toksisite oluşmadığı 

belirtilmiştir (197, 198). Periferal nörotoksisitenin belirti ve semptomları; üst ve alt 

ekstremitede titreşim hissi kaybı, pozisyon hissi kaybı, karıncanlanma, parastezi, 

halsizlik, tremor ve tat kaybını içerir (199-201). Nöbet ve lökoensefalopati de 

tanımlanmıştır (202, 203). Tedavinin kesilmesinden sonra nörolojik bozuklukların 

kademeli olarak düzelebildiği ve bir süreliğine veya tamamen kalıcı da olabildiği 

belirtilmektedir (204). 

 

- Karaciğer üzerine toksisitesi  

Sisplatinin yüksek dozları hepatotoksisiteye neden olabilir. Oksidatif stresin, 
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sisplatin ile indüklenmiş karaciğer hasarında önemli rol oynadığı belirtilmiştir (205). 

Sisplatin tedavisi, dolaşımdaki transaminaz ve bilirubinin artışı ile ilişkilendirilmiştir 

(206).  

Sisplatinin sıçanlarda lipid peroksidasyonunu arttırdığı ve dokuların tiol 

durumunu değiştirdiği ve buna eşlik eden enzimatik antioksidan değişikliklerine yol 

açtığı bildirilmiştir. Sisplatin uygulamasından sonra glutatyon ve glutatyon redüktaz 

düzeylerinin önemli derecede azaldığı, glutatyon peroksidaz, gamma-glutamil 

transpeptidaz ve katalaz enzim düzeylerinin ise önemli derecede artış gösterdiği 

belirtilmektedir. Ayrıca sitokrom P450 düzeyi artarken sitokrom b(5) düzeyi 

azalmaktadır (207). 

Son yapılan çalışmalar, yüksek dozda selenyum ve vitamin E 

uygulamalarının sisplatinin karaciğer hasar etkilerinde koruyucu etki oluşturduğunu 

göstermiştir (208). 

 

- Hematolojik sistem üzerindeki toksik etkisi 

Yapılan çalışmada sisplatin uygulanmasına bağlı olarak anemi, 

trombositopeni ve nötropeni gelişmiştir (169).  

 

- Gastrointestinal sistem üzerindeki toksik etkisi 

Sisplatinin doz bağımlı olarak uygulanmasından sonra bulantı ve kusmaya 

neden olduğu bildirilmiştir (209).  

 

- Kardiyovasküler sistem üzerine toksisitesi 

Sisplatin tedavisi kardiyotoksisite ile ilişkilendirilmiştir. Sisplatinin neden 

olduğu kardiyotoksisite, elektrokardiyografik değişim, ventriküler aritmi, 

supraventriküler taşikardi, atrial fibrilasyon, sinüs bradikardisi ve atriyoventriküler 

blok gibi bulgularla gösterilmiştir (181).  

Sisplatin ile antineoplastik tedavi sonucunda uzamış QT aralığının da dahil 

olduğu elektrokardiyogram değişikliklerine neden olabildiği bildirilmiştir (210). 

Sisplatin tedavisinde vasküler endotelyal hasar, akut miyokard infarktüsü, 

otonomik kardiyovasküler disfonksiyon, hipertansiyon ve hipotansiyonun da 

görüldüğü bildirilmiştir (181). 
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Kardiyak membranların sisplatin ile indüklenmiş lipid peroksidasyonunu 

sonucu kardiyak miyositlerden LDH ve kreatin kinaz sızıntısı oluşarak 

kardiyotoksisteye neden olabileceği bildirilmiştir (211). 

 

- Üreme sistemi üzerindeki toksik etkisi 

 Deneysel olarak çok sayıda antikanser ilaç, sperm kromozomlarında 

değişikliklere yol açmaktadır. Sisplatinin düşük dozunda Leyding hücre 

fonksiyonlarında olumsuz bir etki yaratmadığı, fakat kemoterapinin kümülatif 

yüksek dozunda kalıcı hasar oluşturduğu belirtilmektedir (193). 

 Ciftci ve ark. (212)’nın yaptığı çalışmada, sisplatinin doz bağımlı oksidatif ve 

histolojik hasarı arttırarak üreme sistemi üzerinde toksisiteye, serum testesteron 

düzeylerinde azalma ve negatif yönde değişmiş sperm özelliklerine neden olduğu 

gösterilmiştir (212). 

Sisplatin, plasentayı geçerek fetal hasara neden olabilmektedir. Sisplatinin 

deney hayvanlarında teratojenik ve embriyotoksik olduğu gösterilmiştir (193). 

İnsanlarda fetal risk yarattığından dolayı FDA gebelik risk kategorisinde D sınıfı 

olarak belirlemiştir. 

 

- Alerji ve İmmünolojik etkileri  

Sisplatinin ateş ve hemoliz gibi alerjik reaksiyonların yanı sıra fasiyal ödem, 

bronkokonstrüksiyon, taşikardi ve hipotansiyon ile karakterize edilen anaflaktik 

reaksiyonlara da sebep olabileceği rapolanmıştır (150, 209).  

Astolfi ve ark. (213)’nın St. Anna Üniversitesi Hastanesi, Ferrara’da 123 

hastanın katıldığı ve 6 yıl süren çalışmalarında, sisplatin uygulamasına bağlı gelişen 

istenmeyen etkileri raporlamışlardır (Tablo 2.6.) (213). 
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Tablo 2.6. Sisplatin uygulamasına bağlı gelişen istenmeyen etkiler. 

Toksisite İstenmeyen etki 

Gastrointestinal 
bozukluklar 

Bulantı, kusma, diyare, konstipasyon, epigastralji, 
pirozis, disfazi, yemek sonrası midede şişkinlik hissi, 
beyaz dil, tad alma duyusunda bozukluk, tad bozukluğu 

Hematolojik 
toksisite 

Anemi, lökopeni, nötropeni ve trombositopeni 

Dermatolojik 
bozukluklar 

Alopesi, kaşıntı, döküntü, ödem, kol flebiti, mukozit  

Nörotoksisite Sefaljinin takip ettiği parastezi, konuşma bozuklukları, 
afazi, agnozi, bayılma, konvülsiyon, panik ve geçici 
iskemik ataklar, görme bozukluğu, motor sensor 
eksikliği, motor koordinasyon bozuklukları  

Nefrotoksisite Elektrolit değişiklileri, kan nitrojeninde, kreatin ve ürede 
artış, pollakiüri, hematuria, oliguri, poyuri, üriner trakt 
infeksiyonları ve renal yetmezlikte böbrek spazmları 

Hepatik toksisite Hematogali ve hepatik enzimlerde artış (transaminaz, 
bilirubin, γ-glutamil transpeptidaz 

Solunum 
bozuklukları 

Öksürük, dispne, polipne ve göğüs ağrısı 

Genital 
apparatus 
bozuklukarı 

Vajinal boşalma gibi kadın jinekolojik semptomları 

Diğer Hiposteni ve asteni, ateş, kilo kaybı, tat kaybı  

 

2.3. Sitotoksisite Belirleme Yöntemleri  
 

Sitotoksisite, hücre işlevlerinde ve yapısında önemli hasar meydana 

gelmesidir (214). Sitotoksisitenin belirlenmesinde in vitro olarak farklı 

testler/yöntemler geliştirilmiştir. Sitotoksisite testleri ile hücrenin yaşamsal 

olaylarında meydana gelen değişiklikler ve hücrelerdeki hasar derecesi belirlenir. Bu 

testler, bir kimyasal maddenin olası toksik etkilerinin değerlendirilmesini sağlar ve 

hücre canlılığı, hücre bölünmesi, hücre zarı ve organel hasarı, protein ve DNA 

sentezi gibi hücresel olaylar hakkında bilgi verir (215, 216).  
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Sitotoksisite testlerinde farklı hücre kültürleri kullanılmaktadır ve özellikle 

toksisitenin değerlendirilmesinde çok önemlidir. Hücre kültürleri, primer hücre 

kültürleri, sonlu hücre kültürleri ve sürekli hücre kültürleri olarak sınıflanabilirler. 

Özellikle ilaç etkinliğinin ve kimyasal maddelerin toksik etkilerinin değerlendirildiği 

çalışmalarda, farklı hücre kültürlerinin kullanıldığı in vitro testlerin 

kullanılabilirliğinin ve geçerliliğinin arttığı görülmektedir. İn vitro test sistemlerinin 

avantajları yanında dezavantajları da vardır. 

Avantajları: Moleküler düzeyde çalışmaların yapılmasını sağlar. Hücrelerde 

oluşan değişimler kalitatif ve kantitatif olarak belirlenebilir; hücrenin bulunduğu 

ortamın koşulları değiştirilerek, hücrelerde ortaya çıkabilecek değişiklikler 

izlenebilir; insan hücre kültürleri kullanılarak, hücre tipine göre, hücrenin büyüme ve 

çoğalması için gereksinim duyduğu koşullar daha çabuk ve kolay belirlenir; farklı 

hücre tiplerinde farklı kimyasal maddeler ile ortaya çıkabilecek toksik etkiler daha az 

maliyet ve zaman harcanarak incelenebilir; hücresel olaylarda özelleşmiş bir işlevin 

değerlendirilmesine ve uygun hücre tipi seçilerek istenen organdaki etkinin 

incelenmesine olanak sağlar.  

Dezavantajları: Türler arası farklılıklar nedeniyle, bazı hayvan hücre 

kültürleri insan hücreleriyle benzer yanıt vermeyebilir. İnsan hepatositleri gibi bazı 

kültürlerin de bulunması zor ve pahalıdır. Bazı hücre tipleri klonal büyüme 

göstermediklerinden kültür ortamlarında kısa sürede canlılıklarını kaybedebilir. Bu 

hücre kültürlerinin kronik toksisite testlerinde kullanılmaları olanaksızdır. Bazı 

hücreler yavaş çoğalır ve bu hücreler kısa sürede fenotipik değişikliklere uğrayabilir. 

Tek bir test sistemi için tek bir hücre kullanılması ve bu durumda in vitro testlerin in 

vivo test sonuçlarını tam olarak yansıtması beklenemez. İn vitro toksisite testleri için 

düzenleyici kuruluşlar ve bilim çevrelerince yayınlanmış kesin ve kabul edilmiş az 

sayıda kılavuz bulunmaktadır. 

Hücre kültüründe hücrelerin canlılığının belirlenmesinde kullanılan 

sitotoksisite testlerinde, membran bütünlüğü bozulan hücre içerisine alınan tripan 

mavisi, eritrosin veya naftalin siyahı gibi boya ile ya da membran bütünlüğü 

bozulmamış sağlam hücrelerin içerisine alınan diasetil florasan, nötral kırmızı gibi 

boyalar kullanılır. Sitotoksisitenin değerlendirilmesi dört ana başlık altında 

incelenebilir: (215, 217)  
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a. Hücre canlılığının değerlendirilmesi  

b. Yaşamsal devamlılığının değerlendirilmesi 

c. Hücre proliferasyonunun değerlendirilmesi 

d. Metabolik sitotoksisitenin değerlendirilmesi 

 

2.3.1.  Hücre Canlılığının Değerlendirilmesi 

 

Bu yöntemlerde membran bütünlüğü bozulan hücre içerisine alınan tripan 

mavisi, eritrosin ya da naftalin siyahı gibi boyalar ile ya da membran bütünlüğü 

bozulmamış canlı sağlam hücrelerin içerisine alınan diasetil florasan ya da nötral 

kırmızı gibi boyalar kullanılmaktadır. Hücre canlılığının değerlendirilmesinde 

kullanılan testler ile akut toksik etkiler belirlenir (218).  

- Nötral kırmızı alım testi 

Nötral kırmızı boyasının canlı hücrede hücre içine alınması ve lizozomda 

birikmesi esasına dayanır. Boyanan hücreler hemositometre üzerine yerleştirilir, 

optik mikroskop altında canlılık yüzdesi tespit edilir. Ayrıca boyanan hücreler 

spektrofotometrik olarak da ölçülebilir (219).  

- Tripan mavisi testi 

Tripan mavisinin membran bütünlüğü bozulmuş ölü hücrelerde birikmesi 

esasına dayanır. Nötral kırmızı testinde olduğu gibi hemositometre ile boyanan 

hücrelerin oranı tespit edilir (219). 

- Floresan metodu 

Canlı hücre içerisine girebilen diasetil floresan boya veya membran 

bütünlüğü bozulmuş hücre içerisine girebilen propidyum iyodür floresan boya 

kullanılır. Floresan boyalar ile boyanmış hücreler flow sitometri veya floresan 

mikroskobu ile değerlendirilir (219).   

 

2.3.2.  Yaşamsal Devamlılığının Değerlendirilmesi  

 

Yaşamsal devamlılığın değerlendirilmesinde kronik toksik etkiler incelenir. 

Toksik etkilere maruz kalan hücrelerde etkiler birkaç saat, gün veya daha geç 

görülebildiğinden ve kısa dönemde ortaya çıkan toksik etkiler geri dönüşümlü 
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olabileceğinden canlılık oranının belirlenmesinde, uzun dönem testleri 

kullanılmaktadır. Düşük hücre yoğunluğunda koloni oluşturma düzeyi 

belirlenmektedir (218).   

 

2.3.3. Hücre Proliferasyonunun Değerlendirilmesi 

 

Sitotoksik etki profili araştırılan maddenin hücre proliferasyonunu belirlemek 

amacıyla uygulanan testler arasında 3H-timidin testi ve 5-bromo-2’-deoksiüridin 

(BrdU) immünohistokimyasal yöntem yer alır. 

 

- 3H-timidin testi 

Hücre proliferasyonu esnasında uygulanan bir radyoizotop olan 3H-timidinin 

hücre içine alınması ve radyoaktivite ölçümü ile yeni DNA sentezi tespiti esasına 

dayanır (218). 

 

- BrdU immünohistokimyasal teknik 

Bu teknik, BrdU aracılığı ile immünohistokimyasal olarak antikorların 

işaretlenerek hücre ve doku antijenlerinin gösterilmesi esasına dayanır. BrdU 

uygulanan proliferasyon dönemindeki canlı hücreler anti-BrdU monoklonal 

antikorlar ile boyanarak sayım yapılabilir ya da ELISA (Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay) kiti kullanılabilir (220).  

 

2.3.4. Metabolik Sitotoksisitenin Değerlendirilmesi 

 

Metabolik sitotoksisitenin değerlendirilmesinde kullanılan testler ile hücre 

sayısındaki net artış, total protein miktarı, DNA artışı, metabolik aktivite 

belirlenebilir. Bu test yöntemleri yüksek yoğunluğa sahip hücrelerin 

değerlendirilmesinde tercih edilir (215). Bu testler, uzun dönemde oluşabilecek 

toksik etkiyi belirleyebilen, hücrelerin metabolik veya proliferatif kapasiterini ölçen, 

ucuz ve hızlı yöntemlerdir.  

 

- MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromür) testi 
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Mosmann tarafından (1983) geliştirilen MTT yöntemi, makrofaj aracılı 

sitotoksisitenin nicel olarak belirlemesinde yaygın olarak kullanılan ve hızlı, kolay 

uygulanabilir kolorimetrik bir test yöntemidir (221).  MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-

il)-2,5-difeniltetrazolyum bromür), suda çözünen bir tetrazolyum tuzu olup fenol 

kırmızısı içermeyen ortamlarda hazırlanan çözeltisi sarı renklidir. Yöntemin esası, 

sarı renkli MTT çözeltisinin, çözünmeyen menekşe-mor renkli formazan kristallerine 

dönüştüren canlı hücrelerdeki mitokondriyal redüktaz enziminin aktivitesinin 

ölçülmesine dayanır (221).  Canlı hücrelerde süksinat dehidrogenaz gibi 

mitokondriyal enzimlerin metabolik aktiviteleri ile tetrazolyum halkası açılarak suda 

çözünmeyen mor formazan MTT kristalleri oluşturulur. Bu kristaller yalnızca aktif 

mitokondrinin aktivitesinin bulunduğu canlı hücrelerde görülür (221-223).  Organik 

çözücülerde kolayca çözünen formazan kristalleri, konsantrasyon- bağımlı olarak 

spektrofotometrik yöntemle görünür dalga boylarında ölçülen bir absorbans verir. Bu 

ölçülen absorbans değerleri dolaylı olarak hücrelerin canlılığını yansıtır. MTT 

yönteminde, hücre içi mitokondrinin metabolik aktivitesi değerlendirilirken, hücreler 

arası aktivitelerin değerlendirilmesine olanak vermez (224). 

XTT ve WST testleri, MTT testinde olduğu gibi, bu maddelerin 

solüsyonlarında bulunan tetrazolyum tuzunun, hücre mitokondrilerinde bulunan 

dehidrogenaz enzimleri tarafından parçalanarak renkli formazon kristaline 

indirgenmesiyle gerçekleşen metabolik aktivitenin spektrofotometrik olarak 

belirlenmesi esasına dayanır (215).  

 

- Laktat dehidrogenaz (LDH) testi 

Kolorimetrik sitotoksisite değerlendirme yöntemi olan LDH test yöntemi, 

hücrede membran hasarı veya sitoliz durumunda hasarlı hücreden hücre besiyeri 

ortamına salınan sitozolik bir enzim olan LDH ölçümü esasına dayanır (215, 220). 

 

-     Alamar mavisi testi 

Alamar mavisi boyası ile hücre canlılığı ve proliferasyonunun 

değerlendirildiği hem florometrik hem de kolorimetrik renk değişimlerinin tespit 

edildiği, metabolik aktivitenin belirlendiği bir yöntemdir. Alamar mavisinin 

indirgenmesi ile medyumdaki rengin maviden (okside) pembeye (indirgenmiş) 
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dönüşmesi esasına dayanır. Alamar mavisi testi, MTT testine göre pahalı bir 

yöntemdir (215, 217).  

 

- Sülforodamin B testi 

Hücre proteinlerinin kolorimetrik olarak ölçümü esasına dayanır. Belirlenen 

protein miktarı hücre sayısı ile ilişkilendirilir (215, 217).  

    

2.4. Çalışmada Kullanılan Hücre Hattı 

 İnsan serviks (rahim ağzı) kanseri hücreleri (HeLa) 

 Amerika Birleşik Devletlerin’de 1951’de ilk defa insandan köken alan kanser 

hücreleri, servikal adenokarsinomalı olan 31 yaşındaki kökenini Afrika’dan alan ve 

adı “Henrietta Lacks” olan hasta kadından alınmıştır ve kültür ortamında üretilmiştir.  

Hücrelerin alındığı yıl hasta, kanserin yayılım göstermesinden dolayı ölmüştür, fakat 

hastadan alınan hücrelerin ölümlü olmadığı raporlanmıştır ve hastanın anısına hücre 

hatlarının adına HeLa hücre serileri denilmiştir. Serviks kanser hücre hatları, 

ölümsüzlüklerinin anlaşılmasından sonra standart hücre soyu olarak kullanılmış ve  

1951 yılından sonra çok sayıdaki araştırmalarda hücre modeli olarak seçilmiştir ve 

kullanımla beraber bilimsel gelişmelerde çok önemli veriler elde edilmiştir. Kanser 

araştırmaları için günümüzde sıklıkla kullanılmaktadırlar (Şekil 2.9.) (225,226). 

Adheran özelliğe sahip olan HeLa hücreleri, epitel karakterli şekiller 

sergilemekte olup yeni bir jenerasyonu takriben 24 saatte üretebilecek hızda prolifere 

olabilmektedirler. Düşük P53 ekspresyonu olan HeLa hücrelerinin normal 

retinoblastoma baskılaycı gen eksperesyonları vardır (225-228). 

 

Şekil 2.9. HeLa hücrelerinin (A) düşük konsantrasyonlarda, (B) yüksek 
konsantrasyonlarda mikroskobik görünümleri (227).  
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

3.1. Kullanılan Kimyasal Maddeler 

 

Dimetil Sülfoksit (DMSO) Sigma-Aldrich 

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) Sigma 

Etil Alkol Sigma-Aldrich 

HeLa (İnsan Serviks Adenokarsinoma) Hücre Hattı Americal Type 

Culture Collection 

Timokinon (≥% 80)  Sigma 

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

bromür) 

Sigma 

Penisilin-Streptomisin PAA 

Timokinon® Horphag Research 

(İsviçre) 

RPMI-1640 Sigma 

Sisplatin Koçak Farma® 

Tripan Mavisi Sigma 

Tripsin-EDTA  Sigma 

Fötal Sığır Serumu (Fetal Bovine Serum, FBS)  Sigma 
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3.2.  Kullanılan Araç ve Gereçler 

 

Buzdolabı Hotpoint 

Cam pastör pipeti Interlab 

Derin Dondurucu (-200C) Ariston 

Derin Dondurucu (-800C) Revco 

Etüv Dedeoğlu 

Floresan Mikroskop Leica 

Hücre kültürü uyumlu flask (25/75 cm2), 6-/96-kuyucuklu 

plaka, pipet (1- 25 ml), santrifüj tüpü (15, 50 mL) 

Corning 

Isıtıcı Multi-Blok, Lab-Line 

İnkübatör (CO2’li) Heraeus Instruments 

Karıştırıcı-Isıtıcı Jankel&Kunkel, Ikamag 

Lam (26x76mm) Marienfeld 

Lamel (24x60mm) Marienfeld 

Laminar akımlı kabin Heraeus 

Mikrofiltre Millipore® Merck 

Mikropipet, 8 kanallı (5-300 µl) Eppendorf 

Mikropipetler  

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

Finnpipette, Gilson, 

Discovery Confort 

Mikrosantrifüj Hettich Micro 12-24 

Mikrosantrifüj tüpü (1.5ml) Eppendorf 

Neubauer Camı (Hücre sayım camı) Marienfeld 

Otoklav Rodwell Monarch MP 

24 

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

Spektrofotometre SpektraMax M2 

Su Banyosu Termal® Laboratory 

Tools 

Terazi Schimadzu Libror  

Vakum Pompası Welch Vacuum 

Yatay çalkalayıcı Edmund Bühler 

 

3.3.  Çalışma Çözeltileri 

 

HeLa besiyeri 

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

RPMI1640 (L-Glutamin içeren RPMI1640 vasatı) üzerine 50 ml FBS (∼%10) ve 5 

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

MTT stok çözeltisi (5 mg/ml)  

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

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

en fazla 4 gün saklanabilir. Uzun süre saklanacaksa -20°C’de saklanılır. 

 

Sisplatin çözeltisi  

10 mg sisplatin (MA: 300,01 g/mol) 20 ml enjektabl preparat içinde (Koçak 

Farma®) çözünmüş halde ve steril olarak bulunmaktadır. Bu çözelti 1,665 mM 

sisplatin içerir. 1,665 mM sisplatin çözeltisinden 1201 μl litre alınır ve 2 ml’ye vasat 

ile tamamlanarak 1 mM sisplatin çözeltisi hazırlanır.  

 

1 mM Timokinon çözeltisi  

10 mM timokinon çözeltisinden 100 μl alınır ve üzerine 900 μl hücre vasatı 

ilave edilirek 1 mM timokinon çözeltisi elde edilir (%0,5 DMSO içerir). Çözelti taze 

olarak hazırlanmalı ve ışıktan uzak tutulmalıdır.  
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3.4.  Hücrelerin Çoğaltılması  

 

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

öncesinde 37ºC’ye getirilen su banyosunda 1 dk bekletilerek oda sıcaklığına 

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

kabin ortamında gerçekleştirildi. Çalışmada kullanılacak gereçler %70’lik 

etanol ile sterilize edildi.  

2. Su banyosunda 37ºC’ye getirilen besiyeri (9 ml) ile hücreler (1 ml) steril bir 

tüp içinde süspande edildikten sonra 1200 rpm’de 5 dakika santrifüj 

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

yıkanarak saklama ortamındaki DMSO uzaklaştırıldı.  

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

kapları içerisine aktarıldı. 

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

nem, % 5,0 ± 1 CO2/hava) büyümeleri sağlandı.  

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

besiyerinin, kontaminasyon ve doygunluk durumu mikroskopta kontrol 

edildi.  

6. Mikroskobik olarak değerlendirilen hücreler tüm kültür ortamını 

kapladıklarında, ortamdaki besiyeri uzaklaştırıldı. 

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

8. Hücrelerin üzerine 2-5 ml Tripsin-EDTA çözeltisi eklenerek 5-10 dakikalık 

tripsin inkübasyonundan sonra hücrelerin yapıştıkları yerden kalkmaları 

sağlandı. Kalkmayan hücreler için toksik olan tripsin ile uzun süre 

bekletilemeyeceği için kültür kabının tabanına hafifçe vuruldu. Hücrelerin 

tutundukları yüzeyden ayrılıp ayrılmadığı mikroskop altında kontrol edildi. 

9. Eklenen tripsin-EDTA çözeltisinin iki katı kadar besiyeri ortama ilave 

edilerek hücreler nazikçe süspande edildi. Hücre süspandesi steril bir tüpe 

aktarılarak 1200 devir/dk hızda 25°C’de 5 dakika boyunca santrifüj edildi.  

10. Süpernatant kısmı uzaklaştırıldı ve dipte toplanan hücre pelleti 2 ml besiyeri 

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

mavisi çözeltisi (% 0,4) ile iyice süspande edildi.  
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11. Neubauer tipi hücre sayım lamı (hemasitometre) ve bir lamel yardımı ile 

hücre süspansiyonu kapiler etki ile dolduruldu (Şekil 3.1.). 

12. Hücre sayımı; ışık mikroskobu altında hücre sayıcı lamı oluşturan dört 

karenin iki kenar çizgileri hariç üzerlerindeki parlak ve renksiz görüntülü 

canlı hücreler sayılarak gerçekleştirildi.  

13. Yaşayan hücrelerin konsantrasyonunu hesaplamak için aşağıdaki formül 

kullanıldı:  

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

toplam sayı dörde bölünerek ortalama sayı elde edilir) 

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

karışımı) 

Yaşayan hücre konsantrasyonu (hücre/ml) = AxBx104 

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

hücre/ml) sonra hücre süspansiyonu besiyeri kullanılarak hücre kültürü 

çalışmalarında istenilen konsantrasyonlara seyreltildi. 

 

 
Şekil 3.1. Neubauer hücre sayım lamı. 

 

3.5.  Timokinonun HeLa Kanser Hücre Hatlarında Sisplatin 

Sitotoksisine Etkilerinin MTT Yöntemi ile Belirlenmesi  

 

1. Laminer kabinin ultraviyole ışığı çalışmadan önce ve sonra 20 dakika açık 

bırakıldı. Çalışma ortamı ve gereçler kullanım öncesi ve sonrası %70’lik 
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etanol ile sterilize edildi. Tüm işlemler steril şartlarda ve hava akışlı steril 

kabin içerisinde gerçekleştirildi.  

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

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

200 μl besiyeri içerisinde 10.000 hücre olacak şekilde ekim yapıldı ve 

hücrelerin kuyucuklar içinde tutunup çoğalmaları için 24 saat inkübasyona 

bırakıldı. 

3. Tüm hücre hatlarında geniş konsantrasyon aralığında sisplatin ve timokinon 

tek başlarına 24 ve 48 saat maruziyetin sitotoksisitesi incelendi.  

 Sisplatin için 0,49-250 μM; Timokinon için 1,95-1000 μM konsantrasyon 

aralıklarında dozları uygulandı.  

4. Maddelerin IC50 değerleri belirlendikten sonra timokinonun sisplatin ile 

kombinasyonlarının sitotoksisitesi araştırıldı.  

- Timokinonun sisplatin sitotoksisitesine etkisinin değerlendirilmesi amacı 

ile uygulanan konsantrasyon aralıkları; 

• HeLa hücresinde, 24 saat inkübasyon için; 20 μM sisplatin + 7,8-250 

μM timokinon ve 48 saat için 10 μM sisplatin + 7,8-250 μM 

timokinon kombinasyonları incelendi.. 

5. Negatif kontrol olarak, sisplatin ve timokinon için hücre besiyeri uygulandı.   

6. İnkübasyon sonunda hücrelerin ortamları uzaklaştırıldı. 

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

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

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

8. İnkübasyon sonrasında kristal oluşumu mikroskobik olarak gözlendi. 

9. MTT çözeltisi dikkatli bir şekilde atıldı.  

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

11. Kuyucuklarda oluşan formazan kristallerini çözmek üzere her bir kuyucuğa 

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

süreyle çalkalandı.  

12. Multiplak okuyucu spektrofotometrede örneklerin absorbans değerleri 570 

nm dalga boyunda ölçüldü.  

13. Çalışma farklı zamanlarda üç kez tekrarlandı ve sonuçlar üç çalışmanın 
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ortalaması olarak hesaplandı.  

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

olduğunca karanlıkta gerçekleştirildi. 

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

değerine oranı 100 ile çarpılarak % hücre canlılığı elde edildi.  

 % Hücre canlılığı = (Aö/Ak) x 100 ( Aö: Örneğin absorbansı; Ak: Kontrol 

grubunun absorbansı 

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

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

konsantrasyonu (IC50) hesaplandı. 

 3.6. İstatistiksel Yöntemler 

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

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

programında değerlendirildi. Verilerin normal dağılıma uygunluğu Kolmorog-

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

test ile belirlendi. Deneyler 3 kez tekrar edildi. p<0,05, istatistiksel anlamlı kabul 

edildi.  
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4. BULGULAR 

 

4.1. Timokinonun HeLa Hücrelerinde Sitotoksisitesinin Belirlenmesi 

 

HeLa hücrelerinde timokinonun, 1,95-1000 μM konsantrasyon aralığında 24 

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

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

24 saatlik inkübasyon için, HeLa hücrelerinde negatif kontrol ile 

karşılaştırıldığında timokinonun 1,95-31,25 μM konsantrasyon aralığında önemli bir 

sitotoksik etki oluşturmadığı, ancak 62,5 μM ve üzerindeki konsantrasyonlarında doz 

bağımlı olarak hücre canlılığını istatistiksel anlamlı olarak azalttığı görülmektedir 

(p<0,05). HeLa hücrelerinde timokinona ait IC50 değeri 24 saatlik maruziyette 143,7 

μM bulunmuştur.  

48 saatlik inkübasyon için, HeLa hücrelerinde negatif kontrol ile 

karşılaştırıldığında timokinonun 1,95-15,62 μM konsantrasyon aralığında önemli bir 

sitotoksik etki oluşturmadığı, ancak 31,25 μM ve üzerindeki konsantrasyonlarında 

doz bağımlı olarak hücre canlılığını istatistiksel anlamlı olarak azalttığı 

görülmektedir (p<0,05). HeLa hücrelerinde timokinona ait IC50 değeri 48 saatlik 

maruziyette 67,5 μM bulunmuştur. 
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Tablo 4.1. HeLa hücre canlılığı üzerine timokinonun 24 saat maruziyette etkisi.*  
 

No Çalışma grupları I. Deney II. Deney III. Deney Hücre 
canlılığı 

1 (-) Kontrol 100 100 100 100,0±0 

2 1,95 μM TK 97,8 93,8 90,6 94,1±3,6 

3 3,91 μM TK 99,8 91,2 94,3 95,1±4,4 

4 7,81 μM TK 105,1 93,7 88,4 95,7±8,5 

5 15,62 μM TK 101,5 88,8 86,7 92,3±8,0 

6 31,25  μM TK 82,8 87,9 77,5 82,7±5,2 

7 62,5 μM TK 72,3 75,0 69,5 72,3±2,8 a 

8 125  μM TK 48,1 46,2 60,5 51,6±7,8 a 

9 250 μM TK 26,0 39,9 33,7 33,2±7,0 a 

10 500  μM TK 16,0 19,9 24,4 20,1±4,2 a 

11 1000 μM TK 2,3 6,9 11,7 6,9±4.7 a 

* Sonuçlar ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. Hücre canlılığı negatif kontrole göre 
değerlendirildi. Negatif kontrol olarak PBS uygulandı. ap<0,05. negatif kontrol ile karşılaştırıldı. 

 
  

Şekil 4.1. HeLa hücre canlılığı üzerine timokinonun 24 saat maruziyette etkisi.*  

* Sonuçlar ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. Hücre canlılığı negatif kontrole göre 
değerlendirildi. Negatif kontrol olarak PBS uygulandı. ap<0,05. negatif kontrol ile karşılaştırıldı. 
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Tablo 4.2. HeLa hücre canlılığı üzerine timokinonun 48 saat maruziyette etkisi.* 
 

No Çalışma grupları I. Deney II. Deney III. Deney Hücre 
canlılığı 

1 (-) Kontrol 100 100 100 100,0±0 

2 1,95 μM TK 98,8 108,5 91,7 99,6±8,4 

3 3,91 μM TK 102,7 97,0 103,2 101,0±3,4 

4 7,81 μM TK 102,5 93,0 98,8 98,1±4,8 

5 15,62 μM TK 105,3 93,8 97,8 99,0±5,8 

6 31,25 μM TK 77,6 82,7 75,8 78,7±3,6 a 

7 62,5 μM TK 59,3 46,6 50,9 52,3±6,5 a 

8 125 μM TK 32,1 23,8 26,1 27,3±4,3 a 

9 250 μM TK 11,6 11,2 13,1 12,0±1,0 a 

10 500 μM TK 8,2 6,0 8,6 7,6±1,4 a 

11 1000 μM TK 3,3 4,5 2,5 3,4±1.0 a 

* Sonuçlar ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. Hücre canlılığı negatif kontrole göre 
değerlendirildi. Negatif kontrol olarak PBS uygulandı. ap<0,05. negatif kontrol ile karşılaştırıldı. 
 

 

  
Şekil 4.2. HeLa hücre canlılığı üzerine timokinonun 48 saat maruziyette etkisi.*  

* Sonuçlar ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. Hücre canlılığı negatif kontrole göre 
değerlendirildi. Negatif kontrol olarak PBS uygulandı. ap<0,05. negatif kontrol ile karşılaştırıldı.  
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Şekil 4.3. HeLa hücre canlılığı üzerine timokinonun 24 ve 48 saat maruziyette 

etkisi.*  

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

değerlendirildi. Negatif kontrol olarak PBS uygulandı. ap<0,05. negatif kontrol ile karşılaştırıldı. 

 

4.2. Sisplatinin HeLa Hücrelerinde Sitotoksisitesinin Belirlenmesi 

 

HeLa hücrelerinde sisplatinin 0,49-250 μM konsantrasyon aralığında 24 ve 

48 saatlik inkübasyon sonrası MTT yöntemi ile ölçülen hücre canlılığı üzerine 

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

24 saatlik inkübasyon için, HeLa hücrelerinde negatif kontrol ile 

karşılaştırıldığında sisplatinin 0,49-7,81 μM konsantrasyon aralığında önemli bir 

sitotoksik etki oluşturmadığı, ancak 15,62 μM ve üzerindeki konsantrasyonlarında 

doz bağımlı olarak hücre canlılığını istatisiksel anlamlı olarak azalttığı görülmektedir 

(p<0.05). HeLa hücrelerinde sisplatine ait IC50 değeri  24 saatlik maruziyette 20,31 

μM bulunmuştur.  

48 saatlik inkübasyon için, HeLa hücrelerinde negatif kontrol ile 

karşılaştırıldığında sisplatinin 0,49-3,91 μM konsantrasyon aralığında önemli bir 

sitotoksik etki oluşturmadığı, ancak 7,81 μM ve üzerindeki konsantrasyonlarında doz 

bağımlı olarak hücre canlılığını istatistiksel anlamlı olarak azalttığı görülmektedir 

(p<0,05). Hela hücrelerinde sisplatine ait IC50 değeri 48 saatlik maruziyette 12,9 μM 

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

No Çalışma grupları I. Deney II. Deney III. Deney Hücre 
canlılığı 

1 Negatif Kontrol 100 100 100 100,0±0 

2 0,49 μM Sisplatin 97,8 106,1 90,0 98,0±8,1 

3 0,98 μM Sisplatin 104,9 110,4 96,1 103,8±7,2 

4 1,95 μM Sisplatin 98,8 108,0 98,9 101,9±5,3 

5 3,91 μM Sisplatin 95,7 98,8 101,0 98,5±2,7 

6 7,81 μM Sisplatin 76,5 86,1 82,2 81,6±4,8 

7 15,62 μM Sisplatin 58,3 51,5 65,8 58,5±7,1 a 

8 31,25 μM Sisplatin 28,7 30,6 26,7 28,7±2,0 a 

9 62,5 μM Sisplatin 14,9 16,0 19,1 16,7±2,2 a 

10 125 μM Sisplatin 6,7 9,6 10,4 8,9±1,9 a 

11 250 μM Sisplatin 4,0 3,6 8,1 5,2±2,5 a 

* Sonuçlar ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. Hücre canlılığı negatif kontrole göre 
değerlendirildi. Negatif kontrol olarak %0,5 DMSO uygulandı. ap<0,05. negatif kontrol ile 
karşılaştırıldı. 
 

 

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

* Sonuçlar ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. Hücre canlılığı negatif kontrole göre 
değerlendirildi. Negatif kontrol olarak %0,5 DMSO uygulandı. ap<0,05. negatif kontrol ile 
karşılaştırıldı. 
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Tablo 4.4. HeLa hücre canlılığı üzerine sisplatinin 48 saat maruziyette etkisi.*   

No Çalışma grupları I. Deney II. Deney III. Deney Hücre 
canlılığı 

1 Negatif Kontrol 100 100 100 100,0±0 

2 0,49 μM Sisplatin 102,0 95,0 92,1 96,4±5,1 

3 0,98 μM Sisplatin 96,6 95,4 82,1 91,4±8,1 

4 1,95 μM Sisplatin 98,1 87,3 83,8 89,7±7,5 

5 3,91 μM Sisplatin 98,1 83,3 81,0 87,4±9,3 

6 7,81 μM Sisplatin 75,2 70,1 73,2 72,8±2,6 a 

7 15,62 μM Sisplatin 30,2 28,6 31,7 30,1±1,6 a 

8 31,25 μM Sisplatin 7,6 6,8 5,5 6,6±1,1 a 

9 62,5 μM Sisplatin 6,3 5,5 5,2 5,7±0,6 a 

10 125 μM Sisplatin 6,5 6,0 5,5 6,0±0,5 a 

11 250 μM Sisplatin 7,3 6,6 5,8 6,6±0,8 a 

* Sonuçlar ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. Hücre canlılığı negatif kontrole göre 
değerlendirildi. Negatif kontrol olarak %0,5 DMSO uygulandı. ap<0,05. negatif kontrol ile 
karşılaştırıldı. 

 

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

* Sonuçlar ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. Hücre canlılığı negatif kontrole göre 
değerlendirildi. Negatif kontrol olarak %0,5 DMSO uygulandı. ap<0,05. negatif kontrol ile 
karşılaştırıldı. 
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Şekil 4.6. HeLa hücre canlılığı üzerine sisplatinin 24 ve 48 saat maruziyette etkisi.*  

* Sonuçlar ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. Hücre canlılığı negatif kontrole göre 
değerlendirildi. Negatif kontrol olarak %0,5 DMSO uygulandı. ap<0,05. negatif kontrol ile 
karşılaştırıldı. 
 

 4.3. Timokinonun HeLa Hücrelerinde Sisplatin Sitotoksisitesine 

Etkilerinin Belirlenmesi 

Timokinonun HeLa hücrelerinde 7,8-250 μM konsantrasyon aralığında 24 ve 

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

ve Şekil 4.7.’de verilmiştir.  

HeLa hücrelerinde timokinonun 7,8-250 μM konsantrasyon aralığında 24 

saatlik inkübasyonda, sisplatinin IC50 değerini (20 μM) negatif kontrol ile 

karşılaştırıldığında doz bağımlı (7,8 μM, 15.6 μM, 31,3 μM, 62,5 μM, 125 μM, 250 

μM için sırasıyla %20,6, %33,3, %46,8, %56,5, %70,8, %84,2) istatsitiksel anlamlı 

olarak azalttığı görülmektedir (p<0,05).  

HeLa hücrelerinde timokinonun 7.8-250 μM konsantrasyon aralığında 48 

saatlik inkübasyonda, sisplatinin IC50 değerini (10 μM) negatif kontrol ile 

karşılaştırıldığında doz bağımlı (15,6 μM, 31,3 μM, 62,5 μM, 125 μM, 250 μM için 

sırasıyla %41,6, %44,2, %62,2, %71,1, %81,9) istatsitiksel anlamlı olarak azalttığı 

görülmektedir (p<0,05). 
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Tablo 4.5. HeLa hücreleri üzerinde timokinonun 24 saat maruziyette sisplatin 
sitotoksisitesine etkisi.* 

No Çalışma grupları I. Deney II. 
Deney 

III. 
Deney 

Hücre 
canlılığı 

1 (-)Kontrol 100 100 100 100,0±0 

2 SIS (10 μM) 47,8 51,4 54,8 51,3±3,5 a 

3 TK 7,8 μM+SIS  41,0 39,2 42,1 40,8±1,5 a,b 

4 TK 15,6 μM+SIS 34,8 36,5 31,4 34,2±2,6 a,b 

5 TK 31,3 μM+SIS 29,8 29,2 23,0 27,3±3,8 a,b 

6 TK 62,5 μM+SIS 23,0 21,6 22,4 22,3±0,7 a,b 

7 TK 125 μM+SIS 14,6 16,2 14,2 15,0±1,1 a,b 

8 TK 250 μM+SIS 8,1 2,3 14,0 8,1±5,8 a,b 

*Sonuçlar ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. Hücre canlılığı negatif kontrole göre 
değerlendirildi. Negatif kontrol olarak PBS uygulandı. ap<0,05. negatif kontrol ile karşılaştırıldı. 
bp<0,05, sisplatin (20 μM) ile karşılaştırıldı. SIS: sisplatin; TK: timokinon. 

 
Tablo 4.6. HeLa hücreleri üzerinde timokinonun 48 saat maruziyette sisplatin 
sitotoksisitesine etkisi.* 
 
No Çalışma grupları I. Deney II. 

Deney 
III. 
Deney 

Hücre 
canlılığı 

1 (-)Kontrol 100 100 100 100,0±0 

2 SIS (10 μM) 50,8 44,1 47,0 47,3±3,3 a 

3 TK 7,8 μM+SIS  43,9 41,0 45,7 43,5±2,4 a 

4 TK 15,6 μM+SIS 28,3 27,1 27,4 27,6±0,6 a,b 

5 TK 31,3 μM+SIS 26,4 26,6 26,2 26,4±0,2 a,b 

6 TK 62,5 μM+SIS 20,9 14,6 18,1 17,9±3,2 a,b 

7 TK 125 μM+SIS 13,7 13,9 13,4 13,7±0,3 a,b 

8 TK 250 μM+SIS 7,2 9,5 9,0 8,6±1,2 a,b 

*Sonuçlar ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. Hücre canlılığı negatif kontrole göre 
değerlendirildi. Negatif kontrol olarak PBS uygulandı. ap<0,05. negatif kontrol ile karşılaştırıldı. 
bp<0,05, sisplatin (10 μM) ile karşılaştırıldı. SIS: sisplatin; TK: timokinon. 
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Şekil 4.7. HeLa hücreleri üzerinde timokinonun 24 saat maruziyette (A) ve 48 saat 

maruziyette (B) sisplatin sitotoksisitesine etkisi.* 

*Sonuçlar ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. Hücre canlılığı negatif kontrole göre 
değerlendirildi. Negatif kontrol olarak PBS uygulandı. ap<0,05, negatif kontrol ile karşılaştırıldı. 
bp<0,05, sisplatin (20 μM ve 10 μM) ile karşılaştırıldı. SIS: sisplatin; TK: timokinon. 
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5. TARTIŞMA 

Ranunculacea (Düğünçiçeğigiller) familyasında yer alan ve ülkemizde “çörek 

otu tohumu” olarak bilinen Nigella sativa tohumları çay, kahve, ekmek gibi besinlere 

ilave edilerek besinsel olmak üzere kullanıldığı gibi geleneksel olarak astım, 

öksürük, bronşit, inflamasyon, diyabet, mide-barsak problemleri gibi çeşitli 

hastalıkların tedavisinde uzun yıllar kullanıldığı bilinmektedir.  

Çörek otu tohumu uçucu yağının yapısında bulunan farmakolojik olarak aktif 

başlıca temel bileşik timokinondur. Timokinonun serbest oksijen radikallerini 

süpürerek oksidatif stresi azalttığı ve antioksidan savunmayı arttırabildiği 

bilinmektedir. Yapılan çalışmalarda timokinonun oksidatif hasara karşı böbrek, 

karaciğer, kalp, akciğer ve mide üzerinde koruyucu etkilere sahip olabildiği ve çörek 

otu tohumu ve bileşenlerinin antikarsinojenik, antiinflamatuvar, analjezik, 

hipoglisemik, bağışıklık sistemini güçlendirici gibi çeşitli faydalı etkilerinin olduğu 

bildirilmektedir (24-27). Yapılan çalışmalarda timokinonun çok geniş bir koruyucu 

ve/veya tedavi edici özelliğe sahip olduğu bildirilmektedir Bu geniş etkilerine ait 

rağmen, söz konusu etkilerin mekanizmaları üzerine yapılan çalışmalar yeterli 

değildir.  

Kadınlarda meme ve serviks kanseri dünyadaki ölüm nedenlerinin başında 

yer almaktadır. Kanser tedavisinde kemoterapinin yüksek maliyeti ve potansiyel 

toksisitesinden nedeniyle doğal olarak bulunan, yüksek etkiye sahip ve farmasötik 

bileşenlere oranla daha düşük yan etki riskine sahip fitokimyasal maddelere ilgi 

artmaktadır. Yapılan deneysel araştırmalarda doğal bileşenlerin ve bitki ekstrelerinin, 

antikanser potansiyele sahip olduğunu gösterilmiştir. 

Sisplatin, iyi bilinen bir antineoplastik ilaç olup özellikle over, meme, beyin, 

testis, baş-boyun solid tümörlerinde ve ayrıca yumuşak doku, kemik, kas ve kan 

damarları sarkomalarında sıklıkla kullanılır. 

Yapılan çalışmalara göre uzun yıllar geleneksel tıpta kullanılan timokinonun 

sisplatin ile birlikte kullanımına bağlı oluşan etkiye ilişkin yeterli çalışma 

bulunmamaktadır. Kemoterapide kullanılan ilaçların yan etkilerini azaltmak ve vücut 

içi etkilerini arttırmak amacıyla kombine olarak bitki ekstrelerinin kullanımı 

araştırılmaktadır.  

Batı dünyasında yumurtalık kanseri, zayıf prognozdan veya erken dönem 
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belirtilerin olmayışından olasılıklı olarak jinekolojik kanserlerden en çok ölüme yol 

açan kanser olarak tanımlanmıştır (229, 230). Sisplatin gibi platin içerikli ilaçlar rutin 

olarak yumurta kanserinde kullanılsa da yan etkileri ve kendilerine karşı geliştirilen 

ilaç direnci düşük bir sağkalımla sonuçlanmaktadır (231). 

Son zamanlarda kanser hücrelerinin büyümesini engellemek için 

kemoterapötik ajanlarla beraber daha az yan etkilere sahip olduğundan özellikle 

fitokimyasallar gibi besinsel kemokoruyucu ajaların kullanımına ilgi artmıştır. 

Tümöre karşı besinsel bileşenler, antitümör aktivitelerini platin içerikli ilaçlardan 

farklı olarak hücre sinyal yolaklarını düzenleyerek gösterdiğinden platin içerikli 

ilaçlarla besinsel bileşenlerin birlikte kullanılmasıyla sinerjistik etkinin oluşabileceği 

ve antitümör aktivitesinin artacağı ve/veya yan ektilerin kompanzasyon olacağı ön 

görülmüştür (232). Serviks kanser hücrelerinde hücre ölümünü veya apoptozisi 

indükleyen doğal bileşenlerin olası etki mekanizmaları birçok in vitro çalışmada 

gösterilmiştir (233). 

Bu tez çalışmasında önemli biyolojik etkileri olduğu bilinen ve son yapılan 

çalışmalarda önemi gittikçe artan timokinonun antikanser ilaç sisplatinle birlikte 

kombine kullanımının serviks kanser hücreleri (HeLa) üzerindeki sitotoksik etkileri 

MTT yöntemi ile araştırılmıştır. Tez çalışmamızda belirli konsantrasyonlarda 

timokinonun ve sisplatinin farklı inkübasyon zamanlarında HeLa hücre canlılığı 

üzerine etkileri incelendikten sonra timokinonun ve sisplatinin bir arada 

uygulanmasını takiben sisplatin sitotoksisitesi üzerine etkisi değerlendirilmiştir. 

MTT yöntemi, in vitro koşullarda sitotoksisiteyi değerlendirmek için 

uygulanan ve mitokondriyal enzim aktivitesini ölçen kolorimetrik bir test yöntemdir.  

MTT ve diğer tetrazolyum tuzlarının, solunum zinciri ve diğer elektron taşıma 

sistemleri tarafından hücre içinde suda çözünmeyen menekşe renkli formazan 

kristallerine indirgenmesi esasına dayanır (234).  

Sitotoksisiste çalışmamızda HeLa hücreleri uygun çoğalma hızına ve 

mükemmel koloni oluşturma özelliklerine sahip olması ve ayrıca pek çok kimyasal 

maddeye karşı hassasiyet götermesi gibi birçok nedenden dolayı tercih edilmiştir. 

Ayrıca bu hücre hattı kanser araştırmaları için günümüzde sıklıkla kullanılmaktadır. 

Yapılan birçok çalışmada timokinonun kanser hücrelerine seçici sitotoksik 

etkiye sahip olduğunu gösterilmektedir. Timokinunun seçici olarak tümör hücrelerini 
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öldürebileceği tartışılmaktadır (27). 

Çalışmamızda HeLa hücrelerinde 24 ve 48 saatlik inkübasyonları için, negatif 

kontrol ile karşılaştırıldığında timokinonun 31,25 μM ve üzerindeki 

konsantrasyonlarında doz bağımlı olarak hücre canlılığını istatistiksel anlamlı olarak 

azalttığı ve IC50 değerlerinin 24 ve 48 saatlik inkübasyonları için sırasıyla 143,7 μM 

ve 67,5 μM olduğu belirlenmiştir. Bu çalışmaya göre timokinon HeLa hücrelerine 

sitotoksisitesinin hem doz bağımlı hem de zaman bağımlı olduğu görülmektedir.  

Çalışmamızda HeLa hücrelerinde 24 ve 48 saatlik inkübasyonları için, negatif 

kontrol ile karşılaştırıldığında sisplatinin 15.2 μM ve üzerindeki 

konsantrasyonlarında; 24 saatlik inkübasyonları için 7,81 μM ve üzerindeki 

konsantrasyonlarında doz bağımlı olarak hücre canlılığını istatistiksel anlamlı olarak 

azalttığı ve IC50 değerlerinin 24 ve 48 saatlik inkübasyonları için sırasıyla 20,31 μM 

ve 12,9 μM olduğu belirlenmiştir. 

HeLa hücrelerinde timokinonun sisplatinin IC50 değerini negatif kontrol ile 

karşılaştırıldığında 24 saatlik inkübasyonda (7,8 μM, 15,6 μM, 31,3 μM, 62,5 μM, 

125 μM, 250 μM için sırasıyla %20,6, %33,3, %46,8, %56,5, %70,8, %84,2) ve 48 

saatlik inkübasyonda (15,6 μM, 31,3 μM, 62,5 μM, 125 μM, 250 μM için sırasıyla 

%41,6, %44,2, %62,2, %71,1, %81,9) doz bağımlı istatistiksel anlamlı olarak 

azalttığı gösterilmiştir. Sonuçlarımız timokinonun HeLa hücrelerinde sisplatin 

sitotoksisitesini hem doz bağımlı hem de zaman bağımlı olarak arttırdığını 

göstermektedir. 

Timokinonun üzerine yapılan bir in vitro çalışmada 1 mM konsantrasyonda 

uygulandığında dakikalar içinde nükleer büzüşme ve plazma membran kabarcık 

oluşumlarına yol açarak hızlı bir sitotoksik etki oluşturduğu ve daha düşük 

konsantrasyonlarda yapılan çalışmada ise 100 µM konsantrasyondaki timokinonun 

saatler içinde hücre ölümüne yol açtığı, 50 µM ve 2 µM konsantrasyonlarda 48 saat 

içinde akut sitotoksisiye neden olduğu gösterilmiştir. 10 µM ve 20 µM 

konsantrasyonlardaki timokinonun kontrole kıyasla nekroz düzeyinde artışı 

tetiklediği görülmüştür. Daha düşük dozlar, daha az toksik olmakla beraber nekroz 

düzeyi, kromozomal aberasyon sıklığı ve mikroçekirdek oluşumu gibi toksik 

etkilerin ortaya çıkışını tetiklediği görülmüştür (235). 

Timokinonun kanser büyümesini ve ömrünü azaltan çoklu moleküler etki 
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mekanizmaları: PTEN ve p21 gibi tümör baskılayıcı genlerin aktivasyonu, 

proinflamasyonu ve NF-KB’nin uyarılmasının inhibisyonu ile anjiogenik uyarıların 

azaltılması şeklindedir (94, 236-238). 

Kanser hücrelerinde platin bileşiklerine bazı direnç mekanizmaları 

tanımlanmıştır (238). Bunlardan birinde; NF-KB inhibitörlerinin çeşitli sitotoksik 

ajanların antitümör aktivitesini potansiyelize ettiği ve sisplatin ise NF-KB’yi 

tetikleyerek hücre ölümünü azalttığı belirtilmiştir. Diğer mekanizmada ise sisplatinin 

DNA içine eklenerek DNA çift zincir kırıklarını indüklediği yolakta ancak over 

kanser hücrelerinde bu etkisinin azaldığı tesbit edilmiştir (239). 

Erkek albino sıçanda timokinonun, 15 mg/kg intraperitoneal olarak 

uygulanan doksorubisinden önce ve doksorubisin ile birlikte 5 gün boyunca günde 10 

mg/kg oral yolla içme suyunda uygulandığı in vitro bir çalışmada, doksorubisin ile 

indüklenmiş kardiyotoksisitenin azaldığı görülmüştür. Bu olumlu etki, doksorubisin 

uygulamasından 24 saat sonra artan serum LDH enzim düzeyini önemli derecedeki 

azaltması ile gösterilmiştir. Doksorubisinin kardiyotoksisitesinin süperoksit serbest 

radikaller oluşturmasından kaynakladığı, timokinonun koruyucu etkisinin ise 

fotokimyasal, biyokimyasal veya baskılanmış polimorfonükleer lökositlerden 

kaynaklanan süperoksit serbest radikallere karşı etki etmesinden ve lipid 

peroksidasyonunu inhibe etme kapasitesinden olduğu gösterilmiştir (240). 

Köpek osteosarkoma (COS31) ve onun sisplatine (CDDP) dirençli varyantı 

(COS31/rCDDP), insan meme adenokarsinom (MCF7), insan yumurtalık 

adenokarsinom (BG-1) ve Madin-Darby köpek böbreği (MDCK) hücre hatlarının 

kullanıldığı çalışmada timokinonun etkisi araştırılmıştır. 12., 24. ve 48. saatlerde 0-

100 µM arasında değişien konsantrasyonlarda timokinonun uygulandığı hücre 

hatlarında, timokinonun konsantrasyondan bağımsız olararak 7,7-101 µM arasındaki  

IC50 değerleri ile COS31, COS31/rCDDP, MCF7, BG-1 ve MDCK hücrelerinin 

proliferasyonunu inhibe ettiği görülmüştür. MDCK hücreleri timokinonun inhibisyon 

etkisine en dirençli hücreler olduğu gösterilmiştir. MDCK hücrelerindeki 

timokinonun IC50 değeri 101 µM, BG-1 hücrelerinde IC50 değeri 39,65 µM, MCF7 

hücrelerinde IC50 değeri 10,32 µM’dir. Sisplatine dirençli varyant COS31/rCDDP 

hücreleri 7,7 µM IC50 değeri ile tüm hücreler arasında timokinonun inhibisyon 

etkisine en hassas hücre hattı olduğu ve kardeş hücre hattı COS31 hücrelerinde IC50 
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değeri 34,8 µM olarak gösterilmiştir (241). 

Ng ve ark. (242)’nın çalışmasında, 24, 28 ve 72 saat boyunca 1,0-30 µg/ml 

arasında değişen konsantrasyonlarda timokinon ve sisplatinin uygulandığı SiHa 

hücrelerinden 1,0 µg/ml, 3,0 µg/ml, 10 µg/ml ve 30 µg/ml’lik timokinon 

konsantrasyonuna maruz bırakılan ve iki bileşenin de kullanılmadığı kontrol 

gurubunda 72 saat boyunca hücre çoğalmasının olmadığı tespit edilmiştir. 

Timokinonun veya sisplatinin uygulandığı SiHa hücrelerinde 1,0 µg/ml - 30 

µg/ml’lik konsantrasyonlarda 24., 48. ve 72. saatlerde, canlı hücre yüzdesinde 

önemli bir azalma olduğu görülmekle beraber timokinonun normal hücrelerde 

sisplatinden daha az sitotoksik olduğu bildirilmiştir (242). 

En çok görülen iki akciğer kanser tipi olarak küçük hücreli olmayan akciğer 

kanseri (NSCLC) ve küçük hücreli akciğer kanseri (SCLC) tedavisinde en sık 

kullanılan kemoterapötik ajanın CDDP olduğu bildirilmiştir (243, 244). CDDP tek 

başına kullanıldığında NSCLC’de %20 yanıt oluştururken, ikinci bir ajanla 

kullanımında yanıtın %26 oranında artış gösterdiği bildirlmiştir (245). 

Jefri ve ark. (246)’nın yaptığı çalışmada NSCLC hücre hattı olarak NCI-

H460’ı ve SCLC hücre hattı olarak da NCI-H146’yı kullanmışlardır. Hücrelere 

önceki deneyimlerden hesaplanan IC50 değerlerine dayanarak 80 µM ve 100 µM 

timokinon ve %0,1 DMSO, 125 µM, 2,5 µM ve 5,0 µM sisplatin, belirtilen 

konsantrasyonlarda ayrı ayrı ve birlikte uygulanmıştır ve uygulayı takiben 24., 48. ve 

72. saatlerde hücre sayımı yapılmıştır. Timokinonun çalışılan tüm 

konsantrasyonlarında özellike 24. saatte hücre proliferasyonunu önemli derece inhibe 

ettiği, 48. ve 72. saatlerde inhibisyon etkisinin azaldığı; sisplatinin 24. saatte 

timokinon kadar aktif olmadığı ancak 48. ve 72. saatlerde önemli derecede hücre 

proliferasyonunu inhibe ettiği gösterilmiştir; timokinon ve sisplatinin birlikte 

kullanımının hücre proliferasyonundaki etkisi 72. saatte de her iki bileşenin tek 

başına kullanımından daha yüksek olarak %89’a kadar bir etki gösterdiği 

belirlenmiştir. Bu çalışmada araştırmacılar timokinon ve sisplatinin sinerjistik bir 

etki gösterdiği sonucuna varmışlardır (246). 

Nessa ve ark. (247), A2780 yumurtalık hücre hattı ve onun sisplatine dirençli 

A2780CisR hücre hattında sisplatin ve timokinonun sinerjitik etkisini araştırdıkları 

çalışmada, sisplatin ve timokinonun birlikte uygulanması sonrasında sinerjitik etki 
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gösterilmiştir. Hücre hatlarına uygulanan sisplatin konsantrasyonu A2780 ve 

A2780CisR hücre hatlarına sırasıyla, sisplatin 0,26-4,09 µM, 1,66-26,52 µM ve 

timokinon 2,28-36,49 µM, 1,93-30,83 µM’dir. Çalışma dizaynında, iki bileşenin aynı 

anda ve birinin diğerinden önce eklenmesi göstermek üzere sekanslar belirlenmiştir. 

72 saatlik inkübasyon sonrasında A2780 hücre hattında her üç sekans için zayıf, 

A2780CisR hücre hattında daha güçlü bir sinerjitik etki görülmüştür. Her iki hücre 

hattında da bolus ilavenin en az sinerjitik etki gösterdiği, en yüksek sinerjitik etkiyi 

ise önce TK’nın sonra sisplatinin eklendiği sekansın gösterdiği belirtilmiştir (247). 

Al-Malki ve ark. (98)’nın erkek Wister sıçanda yaptığı çalışmada, bir grup 

normal, ikinci gruba 12 mg/kg intraperitoneal olarak uygulanan sisplatin, üçüncü 

gruba da 1 ay boyunca günde 500 mg/kg oral timokinon uygulama sonrasında 12 

mg/kg i.p. olarak uygulanan sisplatin verilmiştir. Çalışma sonunda başlangıç vücut 

ağırlıkları arasında önemli bir fark bulunmamıştır, ancak yalnız sisplatinin verildiği 

grupta vücut ağırlığında önemli bir azalma, timokinonun verildiği grupta ise önemli 

bir artış görülmüştür. Yalnız sisplatinin uygulandığı grupta ALT, ALP, AST, γ-GGT, 

total bilirubin ve LDH’ın hepatik düzeylerinde önemli bir artış olduğu ve serum 

albüminde önemli bir azalma olduğu görülmüştür. Timokinonun uygulanması bazı 

hepatik biyogöstergelerinin olumsuz etkisini önemli derecede iyileştirdiği ve diğer 

toksik etkileri azalttığı gösterilmiştir. Glutatyon-S-transferaz aktivitesinin 

timokinonun uygulandığı grupta sisplatinin uygulandığı gruba kıyasla önemli bir 

derecede arttığı görülmüştür. Katalaz aktivitesi ise sisplatin grubunda önemli 

derecede azaldığı, oral uygulanmasına rağmen timokinonun verildiği grupta arttığı 

tespit edilmiştir. Sisplatinin verildiği grupta malondialdehit düzeyi önemli derecede 

artarken timokinonun verildiği grupta ise azalmıştır. GSH aktivitesi sisplatinin 

verildiği grupta azaldığı, timokinon uygulanması ile bu değişikliklerin düzeldiği 

gösterilmiştir. Sisplatin uygulanan grupta dozdan bağımsız olarak NO düzeyi 

artarken, timokinonun verildiği grupta bu etkiler önemli derecede azalmıştır. IL-1β 

ve TNFα düzeyleri, sisplatin uygulanan grupta doza bağımlı olarak önemli derecede 

artarken, timokinonun uygulanması ile artan düzeyler önemli derecede azaltılmıştır 

(98).  

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

sinerjitik etkisini çalışmışlardır. Haftada üç defa 20 mg/kg timokinon ve haftalık 2 
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mg/kg sisplatin intraperitoneal yolla 30 boyunca uygulanmıştır. Sisplatin farede 

hücre proliferasyonunu önemli derecede azaltmıştır ve tüm kanser yükünün 

azalmasına yol açan tümör hücrelerinde apoptozu arttırmıştır. Sisplatinle timokinon 

birlikte kullanıldığında iki ilacın etkileri birleşerek bu indisler daha çok azalmıştır. 

Timokinonla kombinasyonda sisplatinin önemli bir antitümör etki mekanizması olan 

proapoptotik etkisini artmıştır. Timokinon ve sisplatin arasında sinerjitik etki 

gözlenmiştir (248).  

Ng ve ark. (2)’nın yaptığı çalışmada timokinon yüklü nano yapıdaki lipid 

taşıyıcıların meme ve serviks kanser hüclerindeki (HeLa ve SiHa) sitotoksisitesi 24, 

28 ve 72 saat boyunca gözlenmiştir. Timokinon yüklü nano yapıdaki lipid 

taşıyıcısının uygulanmasında doz bağımlı artan bir sitotoksisite oluşturduğu, tek 

başına nano taşıyıcı lipidin ugyulanması sonucunda canlı hücre sayısının %87’den 

fazla olduğu bildirilmiştir (2). 

Hafıza ve ark. (233)’nın yaptığı çalışmada, HeLa, SiHa 3T3, Vero’dan oluşan 

farklı hücre hatlarında 3.0-200 µM arasında değişen konsantrasyonlarda uygulanmış 

timokinonun sitotoksik etkileri 24., 48. ve 72. saatlik inkübasyon sonrası 

incelenmiştir. HeLa, SiHa 3T3, Vero hücrelerinin 24 saatlik inkübasyon sonrasında 

elde edilen timokinonun IC50 değerleri sırasıyla 119,2 μM, 87,8 μM, 70,6 μM, 21,8 

μM; 48 saatlik inkübasyon sonrasında ise 72,1 μM, 52,3 μM, 69,3 μM ve 17,7 μM; 

72 saatlik inkübasyon 29,6 μM, 23,4 μM, 61,7 μM ve 17,4 μM olarak gösterilmiştir. 

Timokinonun farklı hücrelerde ve farklı sitotoksik etkilerinin ortaya çıktığı bu 

çalışmada, tez çalışmamızla uyumlu olarak sitotoksistenin zaman ve doz bağımlı 

olduğu görülmektedir (233). 
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6. SONUÇ ve ÖNERİLER 

 

Bu çalışma ile gıda yoluyla sıklıkla alınan bitkisel kaynaklı fenolik 

bileşiklerden olan timokinonun HeLa kanser hücrelerinde, sitotoksisitesi ve sisplatin 

ile birlikte kullanımında hücre canlılığını azaltıcı veya arttırıcı etkilerini ve güvenli 

kullanımını ortaya çıkararak konuya açıklık getirilmeye çalışılmıştır. Bu bulgular ile, 

sisplatinin antikanser tedavisinde timokinon ve sisplatin kullanımının kanser 

tedavisindeki olumlu yada olumsuz yönlerini ortaya çıkarabileceği ve antikanser 

tedaviye yeni bir bakış açısı katacağı düşünülmektedir.  

Timokinon üzerine yapılan çalışmaların çoğunda timokinonun tedavi edici 

etkilerine odaklanılmıştır. Yapılan çalışmaların çoğunda timokinonun böbrek, 

karaciğer, kalp, akciğer ve mide gibi birçok organ sisteminde oluşan oksidatif stres 

kaynaklı hasarları düzeltebileceği bildirilmiştir. Timokinonun antikarsinojenik, 

antiinflamatuvar, analjezik, hipoglisemik, bağışıklık sistemini güçlendirici gibi 

birçok faydalı etkileri ileri sürülmektedir ve güvenli olduğu bildirilmektedir (27).  

Timokinonin ve timokinonun güvenilirliği birçok klinik çalışma ile in vivo ve 

in vitro çalışma ile desteklense de uzun dönem toksisitesinin değerlendirilmesi için 

daha fazla çalışmaya gereksinim duyulmaktadır. Timokinonun çeşitli insan 

kanserlerinin önlenmesinde ve tedavisinde önemi rol oynayabileceği, mevcut 

verilerin daha fazla klinik çalışma ile desteklenmesi gerektiği görülmektedir. Mevcut 

literatür çalışmaları ile uyumlu olarak çalışmamızda timokinonun doz ve zaman 

bağımlı olarak sisplatin sitotoksisitesini arttırabildiği görülmektedir.  

Sonuç olarak, bulgularımız HeLa hücrelerinde timokinonun sisplatin 

sitotoksisitesini arttırabileceğini göstermektedir. Kanser tedavisinde sisplatinle 

birlikte timokinonun kombine verilmesinin tedavi etkinliğini arttırabileceği ve umut 

vaad edici öngörülse de, kanser tedavisinde timokinonun sisplatinle birlikte etkinliği 

ve terapötik öneminin ortaya çıkarılması ve ayrıca etki mekanizmalarının 

aydınlatılması için daha kapsamlı in vitro, in vivo ve klinik çalışmaların gerekli 

olduğu görülmektedir.  
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