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Corek otu asirlardir tedavi amaciyla kullanilan bitkilerden bir tanesidir. Corek otu
tohumu ve bilesenleri; antidiyabetik, antibakteriyal, antioksidan, antifungal, antitiimoral,
antihistaminik,  antihipertansif, antikonviilsan, antienflamatuar, bronkodilatér,
hepatoprotektif, gastroprotektif, ve immiin sistem giiclendirici Ozelliklere sahiptir.
Ulkemizde yetisen Nigella sativa L. ve Nigella damascena tiirlerinden elde edilen ¢orek
otu yaglari halk arasinda akciger kanserine karsi kullanilmaktadir. Bu ¢alismada, Nigella
sativa ve Nigella damascena tiirlerinden soguk sikim (SK) ve siiper kritik ekstraksiyon
(SFE) yontemleri ile elde edilen ¢orek otu yaglarinin ve ¢orek otunun etken maddesi olan
timokinonun, A549 (kiigiik hiicreli olmayan insan akciger kanser hiicresi) hiicreleri
tizerindeki etkileri MTT, LDH ve kaspaz-3 testleri ile karsilastirilmali olarak
arastiritlmistir. Timokinonun, A549 hiicreleri iizerinde doz miktarindaki artiginin hiicre
canliliginda azalmaya neden oldugu ve kaspaz-3 aktivitesinin bu siiregte etkili oldugu
gozlenmistir. Nigella sativa ve Nigella damascena yaglariin doz artisina bagl olarak
hiicre canliliginda diisiis meydana getirdigi ancak kaspaz-3 aktivitesi tizerinde etkili
olmadig: belirlenmistir. Nigella sativa SK yaginin hiicre canliligina etkisi bakimindan
Nigella sativa SFE’ye gore daha etkin oldugu belirlenmistir. Nigella damascena SK ile
Nigella damascena SFE’nin hiicre canlilig1 iizerindeki etkileri birbirine yakin olarak
belirlenmistir. Timokinonun A549 hiicreleri iizerindeki etkileri umut vaat etmekle
beraber Nigella sativa ve Nigella damascena bitkilerinin tohum yaglarmin da akciger

kanseri lizerindeki etkileri de umut vaat etmektedir.

Anahtar Sozciikler: A549, Timokinon, Nigella sativa, Nigella damascena



ABSTRACT
IN VITRO EVALUATION OF BLACK CUMIN OILS OBTAINED BY
DIFFERENT METHODS

ENDER ERDEM
Department of Biology
Programme in Molecular Biology
Eskisgehir Technical University, Institute of Graduate Programs, September 2021
Supervisor: Prof. Dr. Ayse Tansu KOPARAL

Black cumin is one of the herbs that has been used for treatment for centuries. Black
cumin seeds and its components; it has antidiabetic, antibacterial, antioxidant, antifungal,
antitumoral, antihistaminic, antihypertensive, anticonvulsant, anti-inflammatory,
bronchodilator, hepatoprotective, gastroprotective, and immune system strengthening
properties. Black cumin oil obtained from Nigella sativa L. and Nigella damascena
species grown in our country is used against lung cancer among the people. In this study,
the effects of black cumin oil obtained from Nigella sativa and Nigella damascena species
by cold pressing (SK) and supercritical extraction (SFE) methods and thymoquinone, the
active ingredient of black cumin, on A549 (non-small cell human lung cancer cell) cells
were investigated. MTT, LDH and caspase-3 tests were investigated comparatively. It
was observed that the increase in the dose amount of thymoquinone on A549 cells caused
a decrease in cell viability and caspase-3 activity was effective in this process. It was
determined that Nigella sativa and Nigella damascena oils caused a decrease in cell
viability depending on the dose increase, but had no effect on caspase-3 activity. It was
determined that Nigella sativa SK oil was more effective than Nigella sativa SFE in terms
of its effect on cell viability. The effects of Nigella damascena SK and Nigella damascena
SFE on cell viability were determined to be close to each other. Although the effects of
thymoquinone on A549 cells are promising, the effects of seed oils of Nigella sativa and
Nigella damascena plants on lung cancer are also promising.

Keywords: A549, Thymoquinone, Nigella sativa, Nigella damascena
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ETiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢calisma oldugunu; ¢calismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak iizere tim asamalarinda bilimsel etik ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢aligsma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakg¢ada yer verdigimi; bu ¢aligmanin Eskisehir Teknik
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi™yla tarandigim ve
hicbir sekilde “intihal icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢calismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.
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1. GIRIS

Kanser degisik organlarda hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasindan olusan, klinik
goriinlimil, tedavisi ve yaklagimi birbirinden farkli olan bir hastaliklar grubudur. Kanserin
kontrol altina alinmasi1 hususunda onceliklerin belirlenebilmesi i¢in kanser yiikiiniin
insidansinin bilinmesi gerekmektedir. Kanser diinyanin her iilkesinde en 6nde gelen 6liim
sebeplerinden biridir ve yasam standartlarini ve kisinin yagam siiresini olumsuz etkileyen
engellerden biri olarak goriilmektedir. Kanser 183 iilke arasinda 112 iilkede 70 yas
grubundaki 6liim sebeplerinde birinci veya ikinci sirada yer alirken 23 iilkede ise tiglincii
veya dordiincii sirada yer almaktadir. Genel olarak kanser insidansi ve mortalite yiikii

diinya ¢apinda hizla artmaktadir [1].

Akciger kanseri tiim diinyada en sik goriilen kanser tiirli olmakla beraber kansere
bagl oliimlerin arasinda 6nde gelen tiirdiir. Akciger kanserinde sag kalim orani ile tani
anindaki klinik ve patolojik evreler arasinda negatif korelasyon oldugu bildirilmektedir.
Ne yazik ki, semptomlar ortaya ¢iktiginda, hastalik genellikle ilerlemistir ve bu durum
tedavi olasiligin1 oldukca diisiirmektedir. Genel olarak yas ve tiitiin {riinleri, alkol
kullanim1 yerli ve yabanci kilavuzlarda yiiksek risk gruplarini tanimlamada temel
kriterlerdir. Ancak arastirmalar, akciger kanseri nedenleri arasinda sigara disinda hava
kirliligi, ¢evresel diger etmenler ve genetik faktorleri de rapor etmektedir. Cogu akciger
kanserine tiitlin {iriinlerini kullanmak neden olsa da diinya ¢apinda pek ¢ok akciger
kanseri vakasi sigara igmeyenlerde bildirilmistir. Hi¢ sigara icmeyenlerde akciger kanseri
ayr1 bir kategori olarak diisiiniilseydi, diinya genelinde kansere baglh 6liimlerin yedinci
en yaygin nedeni olacagi belirlenmistir. Ek olarak, akciger kanseri insidansi da son

yillarda genglerde artan bir egilim gostermektedir [2].

Kanserden oliimlerde akciger kanseri erkeklerde birinci, kadinlarda ise meme
kanserinden sonra ikinci sirada yer aldig bildirilmektedir. Tedavi ve cerrahi tekniklerdeki
gelismelere ragmen genel 5-yillik sag kalim oranlari %10-20 arasindadir [2]. Cesitli
histolojik tipleri iceren ¢ok basamakli ve ¢ok faktorlii bir hastalik olan akciger kanserinin
etyolojisi hala tam olarak anlagilamamistir. Diinyada 2018 yilinda, 2,09 milyon yeni vaka
bildirilmistir ve tiim kanserler i¢inde akciger kanseri ilk sirada oldugu belirtilmektedir
[3].

Ulkemizde 2015 yili igin akciger kanserinin erkeklerde yasa gore standardize

edilmis hiz1 100.000°de 52,5 iken kadinlarda ise 9 olarak bildirilmistir [4]. Akciger



kanseri hastalarinin sadece %10 undan azi hig tiitiin tirtinii kullanmadigi, T.C. Saghk
Bakanlig1 Tirkiye Halk Sagligi Genel Miidiirliigii Ulusal Kanser Kontrol Plan1 (2013-
2018) ile aciklanmis oldugu tizere, lilkemizde goriilen akciger kanserlerinin %90°1 tiitiin
ve tiitlin tirtinlerinin kullanimina bagl ortaya ¢iktig1 bildirilmektedir [4].

Epidemiyolojik caligmalar, giinliik diyetle ile iliskili kanser tiirleri arasinda meme,
mide, kolon, akciger ve prostat gibi kanserlere kars1 yakalanma riskini en aza indirmek
adina et ve et iirlinleri yerine lif¢ce zengin, mineral ve vitamin igerigi ylksek bitkisel
gidalarin daha ¢ok tiiketilmesinin, yeterli ve dengeli beslenmenin olduk¢a Onemli
oldugunu ortaya koymaktadir [5].

Glinlimiizde insan sagliginin korunmasi amaciyla kullanilan ilaglarin yan etkileri
g6z Oniline alindiginda ve kimyasal maddelerin risk olusturmasi nedeniyle tip, gida ve
cevre alanlarinda yapilan arastirmalarin ¢ogu hem hastaliklarin tedavisinde hem de

koruyucu hekimlikte bitkisel iiriinlerin kullaniminin 6nemini ortaya koymaktadir [6].

Corek otu, Ranunculacea (Diigiingigegigiller) ailesinden yillik bir bitki olup yaygin
olarak iilkemizde basta Afyon, Eskisehir, Burdur, Isparta, Amasya, Istanbul,
Gaziantep’de yetisir. Tiirkiye’de on iki tiirii yetismektedir. Ulkemizde yetisen Nigella
sativa L., Nigella damascena ve Nigella arvensis’in tohumlar1 ¢ok yaygin olarak
kullanilmaktadir. Diinyada genellikle Akdeniz’e kiyist olan iilkelerde, Pakistan,
Hindistan, Dogu Asya iilkelerinde ticari olarak yetistirilen bir bitkidir. Corek otunun
kahve, cay, ekmek gibi besinlere ilave edilerek giinliik hayatta olmak iizere, kimya ve
cesitli farmasdtik alan da kullanimi bulunmaktadir. Corek otu yag: her ne kadar Arap ve
Akdeniz iilkelerine 6zgii olsa da binlerce yildir Akdeniz, Hindistan, Asya, Orta ve Uzak
Dogu iilkelerinde baharat, gida koruyucusu veya giinliik dogal koruyucu ve tedavi edici
bir secenek olarak geleneksel olarak halk arasinda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Yapilan caligmalarda ¢orek otu tohumunun %36-38’in karisik yaglardan olustugu ve
ugucu yag kisminin ana igeriginin timokinon, ditimokinon, timohidrokinon ve timol

oldugu belirlenmistir [7-14].

Diger bir ¢orek otu tiirii olan Nigella damacena ise genelde yabani olarak 1liman
Avrupa, Akdeniz Havzasi bolgesi ve Asya’daki birgok iilkede yetismektedir. Nigella
damascena’nin Nigella sativa gibi doguda bir¢ok yemekte ¢esni veya tatlandirici olarak,
ayrica geleneksel tip uygulamalarinda kullanildig: bilinmektedir. Ancak ¢ok az caligmada

Nigella damascena’nin tibbi 6zelliklerine odaklanilmigtir. Nigella damascena



tohumlarinin igerdigi tohumlarin fenol bilesiklerinin Ostrojenik aktiviteye sahip oldugu
ve sahip oldugu karakteristik aroma ile ticari olarak yiiksek potansiyel tasidigi
disiiniilmektedir. Yapilan ¢alismalarda Nigella sativa ile Nigella damascena
tohumlarmin igerdigi bilesiklerin birbirinden onemli O6l¢iide farkliliklar gosterdigi
bildirilmektedir [15].

Corek otu tohumu ve tohumundan elde edilen yag ve diger bilesenler glinlimiizde
hala Uzak Dogu ve baz1 Asya iilkelerinde halk hekimliginde, bas agrisi, soguk alginligi,
gaz giderici, astim, sarilik, idrar soktiiriicii, ¢esitli romatizma ve iltihap hastaliklar1 ve
benzeri pek ¢ok hastaligin tedavisinde yaygin olarak kullanildigi bildirilmektedir [16].
Yapilan ¢alismalar ¢orek otu tohumu ve bilesenlerinin antikanserojenik, antitiméral [17],
antibakteriyel [18], antioksidan [19], antiinflamatuar ve analjezik [16], antiiilserojenik
[20], antidiyabetik [21], bagisiklik sistemini gliglendirici [22] etkilerinin oldugunu rapor
edilmektedir.

Yapilan bilimsel ¢alismalarda, antioksidan, antiproliferatif bir madde olan ve
kanser hiicrelerinde apoptozu tetikleyici yoniiyle dikkat ¢eken timokinonun (TQ), meme
kanseri, akciger kanseri, yumurtalik kanseri [23], kolorektal kanser [24], gesitli cilt
kanserleri [25], fibrosarkoma, prostat kanseri [26], gibi pek ¢ok kanser tiirlerinde kanserli

hiicrelerin gogalmast iizerine inhibitor etki gosterdigini bildirilmektedir.

Yapilan birgok c¢alismada, “Nigella sativa” bitkisinin ve tohum yagmin basta
akciger ve meme kanseri olmak tizere birgok kanser tiirii tizerinde etkisi in vitro ve in vivo
olarak arastirilmistir ancak Nigella sativa tohum yaginin bu zamana kadar elde edildigi
teknige bagli olarak ve etken maddesi olan timokinonun etkisi karsilagtirilmali
arastirtlmamis ve ayrica diger bir tiir olan Nigella damascena bitkisi ise literatiirde kanser

arastirmalarinda daha 6nce kullanilmamastir.

Bu ¢aligmada farkli yag elde etme yontemleriyle (soguk sikim, siiperkritik akiskan
ekstraksiyonu) elde edilmis Nigella sativa ve Nigella damascena ¢orek otu yaglarinin ve
etken madde olan timokinonun akciger kanserli hiicre hatlar1 tizerindeki etkisi in-vitro
olarak arastirllmis ve yaglarin aktivitesi ile etken madde olan timokinonun etkisi

karsilastirilmistir.



2. KANSER

Kanser kelime anlami olarak, bir organ veya dokulardaki hiicrelerin kontrolsiiz
olarak boliinlip ¢ogalmasiyla olusan kotii urlara denir. Kanser tek bir hastalik tipi
olmamakla beraber 100’den fazla ¢eside sahip oldugu bilinmektedir. Tedavi edilmez ise

ciddi rahatsizliklara, hatta liime neden olabilir [27].

Kanser tek bir doku veya organi etkileyebildigi gibi diger organlara da yayilarak
etkisini gosterebilir. Giinlimiizde her ne kadar baz1 standart tedavi yontemleri gelistirilmis
ve belirlenmis olsa da her kanser tiirline 6zgii olarak farkli yaklasimlar ve tedavi
yontemleri uygulanmaktadir. Kalitimsal faktorler de kanser goriilme olasiligini arttiran
diger bir etmen olmakla beraber, her insanin farkli bir genetik materyale sahip olmasi
nedeniyle kansere yakalanma riski degiskenlik gostermektedir. Kanserin tedavisinin yani
sira, kansere neden olan etmenlerin tespit edilmesi, kanserin olusmadan engellenmesi,
sosyal ve psikolojik destekler ile hastanin ve hasta yakinlarinin rahatlatilmasi kanseri son
derece karmasik ve biiyiik bir problem haline getirmektedir [27].

Viicudumuzdaki saglikli, boliinme kontroliinii kaybetmemis normal hiicreler sinirli
boliinebilme yetenegine sahiptirler. Ancak, bu boliinme yetenegi bazi 6zellesmis hiicre
tiplerinde bulunmaz bu hiicreler kas ve sinir hiicreleridir. Hiicreler bu yeteneklerini
biiytime, hiicrelerin yenilenmesi ve yaralanan dokularin onarilmasi i¢in kullanirlar. Fakat
hiicrelerin boliinebilme ve kendini yenileyebilme yetenegi smirlidir ve sonsuz
bolinemezler. Her hiicrenin hayatt boyunca belli bir bdlinebilme ve kendini
yenileyebilme sinirt bulunmaktadir. Normal saglikli bir hiicrenin ne kadar boliinecegini
ve hangi durumda ve zamanda 6lmesi gerektigi genetik ve duruma bagl olarak belirlidir.
Hiicrelerin programli bir sekilde o6limii “apoptosis” olarak adlandirilir. Normalde
viicudun saglikli ve diizgiin ¢alismasi i¢in hiicrelerin biliyiimesi, boliinmesi ve daha ¢ok
hiicre iliretmesine gereksinim vardir. Bazen bu siire¢ dogal islemesi gereken yoldan
saparak yeni hiicrelere gerek olmadan hiicreler kendi kendine béliinmeye devam eder.
Sinirli béliinme yeteneginin disina ¢ikarak kontrolsiiz sekilde boliinmeye baslayarak
cogalirlar ve fazla hiicre kiitleleri bir araya gelerek tiimor olustururlar. Apoptosis viicudun
kendini koruma ve saglikl bir sekilde yasamini devam ettirebilmesi i¢in adeta bir kontrol
mekanizmas1 gorevi istlenmektedir ve basta kanser ve birgok hastaligin ortaya
cikmasinda bu programlanmis hiicre 6liim mekanizmasinin dogru sekilde ¢alismamasi

veya islevini yitirmesinden dolay1 meydana geldigi bilinmektedir [28].



Kanserli hiicreler bir araya gelip birikerek tiimori olustururlar. Tiimorler iyi huylu
veya kotii huylu olabilirler. Iyi huylu timérler kanser degildir. Iyi huylu tiimérler
genellikle cerrahi yontemlerle bulundugu dokudan ¢ikarilip temizlenir ve ¢cogu zaman bu
tiimorler tekrar olusmazlar. Iyi huylu tiimérler viicudun diger bolgelerine yayilmazlar ve
kisinin hayatin1 nadiren tehdit ederler. Ko6tii huylu tiimorler kanserdir. Koti huylu
tiimdrlerdeki hiicreler anormaldirler ve kontrolsiiz ve diizensiz ¢ogalirlar. Kotii huylu
timorler normal saglikli dokular sikistirabilirler, i¢ine sizabilirler ya da tahrip edebilirler.
Kanserli hiicreler bulunduklari tiimérli yapidan sigrayarak ve kan ya da lenf dolasimi
araciligl ile viicudun diger bolgelerine yayilabilir ve tiimor kolonileri olusturarak
biiyiimeye devam ederler. Kanserin bu sekilde viicudun diger bolgelerine yayilmasi olay1
metastaz olarak adlandirilir. Kanserin olusmasi i¢in bir¢ok sebep sayilabilir ancak en
basta gelenleri; tiitiin iirlinleri, alkol, uyusturucu kullanimi, gevresel etkenler, sagliksiz
beslenme, radyasyon, genetik faktorler, ¢esitli viriisler ve biyolojik ve kimyasal ajanlar
gibi faktorler sayilabilir [29].

Gilinltimiizde kanser tedavisi i¢in birgok yontem bulunmaktadir. Cerrahi yontemler
kemoterapi, radyoterapi, en sik bagvurulan yontemler olmakla birlikte, hormon terapisi
ve biyoteknolojik yontemlerin kullanilmasi gibi farkli yaklasimlar da diger yontemlere
destek olacak sekilde birlikte veya tek basina kullanilabilir. Her yontemin kendine 6zgii
avantaj ve dezavantajlarinin bulunmakla beraber, kanserin kisiye 6zgii bir hastalik olmasi,
tedavilerin kisiden kisiye farklilik gosterebilmesi nedeniyle tek bir kesin tedavi

yonteminden bahsetmek miimkiin degildir [27].

2.1. Akciger Kanseri

Akciger kanseri, kanser nedenli ile 6liimlerin goriildiigii en sik kanser tiirii olarak
bilinmektedir [30]. Akciger kanseri genetik ve epigenetik bircok asamadan olusan,
sonunda normal akciger epitelinin kontrolsiiz ¢ogalmasi ile sonuglanan bir kanser tipidir
[31]. Genelde akciger brons ve kii¢iik hava yollar1 epitelinden koken almaktadir. Sigara
kullanim1 hastaligin goriilmesindeki ana etmenlerden biri olarak goriilmekle beraber
hastalarin %15-20’si hayat boyunca hi¢ sigara kullanmamis olmasi1 hava kirliligi, pasif
icicilik gibi ¢evresel nedenleri ve genetik nedenleri (EGFR mutasyonlari, ALK yeniden
diizenlenimi vb.) 6n plana cikarmaktadir. Yeni gelisen genetik testler, goriintiileme
teknikleri ve hedefe yonelik ilaclar hastaligin tani, takip, prognoz tayini ve tedavisinde

kokli degisikliklere yol agmaktadir [32].



2.1.1. Akciger kanseri epidemiyolojisi

Yapilan arastirmalara gore 2018 yilinda diinya ¢apinda 2,1 milyon kisi akciger
kanseri tanist konulmus ve akciger kanseri nedeniyle 1,8 milyon kisi hayatini
kaybetmistir [33]. Tiim evreler birlikte diisiiniildiigiinde akciger kanseri hastalarinin 5
yillik sag kalim oranin %19 oldugu bildirilmistir [34]. Akciger kanserinde tani/6limlerin
%090°1 55 yas lizerindeki hastalarda goriilmekte olup akciger kanseri tanis1t medyan yasi
70 olarak belirtilmistir. 40 yas altinda akciger kanseri goriilme orani oldukg¢a diisiiktiir
[35]. Hastalarin biiyiik bir kisminin ileri seviyelerde teshis konulmasi sebebi ile tedavi
seceneklerini  kisitlanmakta ve hastaligin seyri kotii yonde etkilemektedir [36].
Giiniimiizde gelismis iilkelerde Akciger kanseri insidansi azalma egiliminde olsa da
gelismekte olan iilkelerde akciger kanseri insidansi artma egiliminde oldugu belirtistir.
Bu durumun baslica nedeni olarak sigara tiikketiminin gelismekte olan iilkelerde hala
artmakta olmasi1 gosterilebilir [37]. Tim diinyada akciger kanseri erkeklerde kadin
bireylere gore daha sik goriilmektedir. Ancak erkeklerde akciger kanseri insidansi azalma
egiliminde iken; kadinlarda akciger kanseri insidansi artmakta bazi iilkelerde plato
cizmektedir. Bu duruma neden olarak kadinlardaki sigara kullaniminin erkeklere gore
daha ge¢ pik noktasina gelmesinden dolay1 oldugu gosterilebilir [37]. Tiim Diinyada

oldugu gibi lilkemizde kanser vakalarindaki artis géz oniine serilmektedir.

Tiim bu veriler dogrultusunda akciger kanseri tiim yas guruplari igerisinde
erkeklerde 1. sirada yer alirken kadinlarda ise 5. sirada yer almaktadir. Erkeklerde akciger
kanserinin bu denli yiiksek goriinmesindeki ana sebeplerden olan tiitiin mamullerinin sik
kullanim1 sebep oldugu bilinmektedir. Bunun yani sira alkol tiikketimi, sagliksiz beslenme,

giderek artan ¢evre ve hava kirliligi, caligma kosullar1 da 6nemli rol oynamaktadir.

Son zamanlarda 2.5 um'den (PM2.5) daha kiigiik atmosferik ince partikiillere maruz
kalmanin, 2010 yilinda diinya c¢apindaki akciger kanserinden 223.000 6liime neden
oldugu tahmin edilmektedir. Ortamdaki PM2.5'e atfedilebilecek akciger kanseri
Oliimlerinin yarisindan fazlasinin Cin'de ve diger Dogu Asya iilkelerinde oldugu tahmin
edilmektedir. ABD'de yapilan bir ¢alismada, PM2.5'e uzun siire maruz kalmak, akciger

kanseri 6liimiiyle iliskili bulunmustur [38].



2.1.2. Akciger etiyolojisi

Kanser diinyada ve iilkemizde 6liim nedenleri arasinda ikinci sirada yer almaktadir.
Kiiresel olarak yaklasik her 6 6liimden biri, iilkemizde ise her 5 dliimden biri kanser
sebeplidir [39, 40]. Kanserden 6liimlerin yaklasik tigte biri; tiitiin kullanimu, yiiksek beden
kiitle indeksi, dengesiz beslenme, yetersiz fiziksel aktivite ve alkol kullanimina baglh
oldugu diistinltilmektedir. Titlin kullanim1 kanser riskini arttiran en 6nemli faktorlerden
biri olup, kanser liimlerinin yaklagik %22’sinden sorumludur [39]. Hepatit ve insan
papilloma viriisii (IPV) gibi kansere neden olan enfeksiyonlarm, gelismemis iilkelerde
kanser vakalarinin yaklasik %25'inden sorumlu oldugu bildirilmektedir [39]. Yaslanma,
kanserin olusumunda baska temel faktor olup kanser insidansi, 6zellikle yagla birlikte
artan risklerin birikmesi ve hiicresel onarim mekanizmalarinin kisi yaslandik¢a daha az
etkili olmasindan dolay1 artar [39]. Gelecekte gelismis tilkelerde dahil olmak tizere birgok
tilke i¢in, tan1 konacak ¢ok sayidaki kanser hastasinin tiimiiniin tedavisi ve bakimi i¢in
gerekli finansal kaynagm giderek zorlasacagi bildirilmektedir [41]. Ote yandan tiim
baslangic seviyelerinde erken teshis ile kanserin gelisiminin Onlenme sansi

bulunmaktadir [41].

Akciger kanserinin olusumunda ise hayat tarzi ve dis etken suglanmakta ve bunlarin
baginda tiitiin kullanimi gelmektedir. Akciger kanseri goriilmiis hastalarin %85’i
hayatlarinin belli bir doneminde sigara kullanmig kisilerden olusmaktadir [42]. Sigara
dumaninda 50’den fazla kanserojen madde tespit edilmisi igerigindeki bazi maddelerin
KRAS geninde aktivasyon mutasyonuna neden oldugu belirtilmistir [43]. Kanser goriilme
riski sigara i¢gme siiresi ve diger kanserojenlere maruz kalmaya bagli olarak dogrudan
iligkilidir. Hayat boyunca hig sigara kullanmamis akciger kanseri hastalarinda esas neden

bilinmemekle birlikte ¢cevresel faktorler ve pasif igicilik suglanmaktadir.

Sigara kullanim1 disinda asbestlere maruz kalma, iyonize radyasyon, non-hodking
lenfoma [44], veya meme kanserine bagli metastaz [45], polihidrokarbon maruziyeti [42],
pulmoner fibrozis, HIV enfeksiyonu, alkol kullanimi [46, 47] suglanmaktadir. Fiziksel
aktivitenin akciger kanseri ile iliskisi net bilinmemekle beraber bazi ¢alismalarda fiziksel
aktivite artisiyla akciger kanseri riski arasinda ters iligki oldugunu gosteren ¢aligmalar

mevcuttur [48].



2.1.3. Akciger kanserinin histopatolojisi

Diinya saghk Orgiitii, akciger kanserinin histolojik bulgulara gore
siniflandirilmasinda  baz1  degisikliklere = giderek  simiflandirilmada  basta
immiinohistokimyasal teknikler, genetik ¢alismalar ve molekiiler biyoloji tekniklerinin
kullanimin1 dikkate alarak hastalarin tedavi stratejilerini olusturmak i¢in yeni rapor
yaymlamistir [49]. Akciger kanserinin yayilma, biiyiime hizi, metastazin zamanlamasi,
radyoterapiye ve kemoterapiye yanitina gore temelde, kiigiik hiicreli ve kiigiik hiicreli
olmayan olmak tizere iki ana baslik altinda toplanmis. Kii¢iik hiicreli olmayan akciger
kanserleri de kendi aralarinda; adenokarsinom, skuamoz hiicreli karsinom ve biiyiik
hiicreli karsinom olarak alt gruplara ayrilmistir (Tablo 2.1). Buna gore tiim akciger
kanserlerinin yaklasik %83’{i kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri, %16°s1 kiigiik
hiicreli akciger kanserinden olusmaktadir [50]. Akciger kanserlerinin %36’sina sadece
cerrahi ile, %11 ’ine sadece radyoterapi ile, %23’line kombine tedavilerle, %9’una da

destek tedavilerle miidahale edilmektedir [51].

Tablo 2.1. Akciger kanserinin histolojik tipleri ve radyolojik-klinik bulgular: [52]

Kiiciik Hiicreli Olmayan Akciger Kanseri

Adenokarsinom
e  En sik goriilen tiir
e Radyolojik olarak hava bronkogramlari seklinde prezente olabilir
e Genellikle sigara igmeyen kadin hastalarda goriiliir

e  Siklikla periferik yerlesimli

Skuamoz Hiicreli Kanser
e Tkinci en sik rastlanilan tiir
e  Sigara ile yakin iligkili

e Kavitelesme gosterebilir

2.1.3.1. Adenom karsinoma
Adenom karsinoma tiim akciger kanseri tiirlerinin yaklasik yarisim

olusturmaktadir. Tiitlin ve diger tiitiin {rilinleri ile direk olarak iliskisi diger akciger



kanseri tiirlerine gore daha azdir. Onceden var olan akciger dokusundaki parankimdeki

2

skar dokusundan gelisebilir ve bu nedenle “skar karsinomu’’ olarak da adlandirilir.
Kanser teshisinde kanserli hiicrelerin goriildiigli bolgeye baglh degisiklik gdsterir ancak
temelde tanmi i¢in genelde basta biyopsi, bilgisayarli tomografi ve manyetik rezonans
kullanilir, ayrica genetik ve molekiiler olarak testlerde kanser teshisinde oldukca biiyiik
rol oynamaktadir. Tedavi secenckleri arasinda basta cerrahi miidahale, kemoterapi,

radyoterapi ve immiinoterapi gibi yontemler izlenmektedir [52].

2.1.3.2. Skuamoz hiicreli kanser

Ulkemizde en sik goriilen kanser tiplerinden biri olmakla beraber ana sebeplerinden
biri tiitiin Girtinlerinin kullanimiyla iliskilidir. Skuamoz hiicreli kanser genellikle akciger
iginde sinirli kalmakla beraber yakindaki lenf bezlerine de sigrayabilir. Tiitlin tirlinlerine
ek olarak alkol, kotii agi1z hijyeni, kronik irritasyon ve diger cevresel kosullar ile genetik
faktorler en dnemli etyolojik faktorler olup genelde 40 yas uistii erkek bireylerde daha
fazla goriilmektedir [52].

2.1.3.3. Biiyiik hiicreli karsinom

Diger akciger kanseri tiplerine gore daha az rastlanilan akciger kanseri tiirii olmakla
beraber, tiitiin irtinlerinin kullanimi ile direk iliskilendirilmektedir, erken asamalarda
metastaz yapan ve hizl biiyiiyen, hastalik seyri bakimindan oldukga kétii ve agir olan bir
tirdiir [52, 53].

2.1.3.4. Kiigiik hiicreli akciger karsinomu

Kiiciik hiicreli akciger kanseri, tiim akciger kanserlerinin yaklasik %13-20’sini
olusturmaktadir [54]. Amerika Birlesik Devletleri ‘deki tiim kanserlerden dolay1 hayatini
kaybedenlerin yaklasik %4 den sorumludur [55]. Kiiciik hiicreli akciger kanseri goriilen
kisilerde ortalama yasam siiresi erken evre hastalarda 14-18 ay, ileri evre hastalarda 6-8
ay olarak belirtilmistir [54]. Kiigiik hiicreli akciger kanseri, tiitlin iiriinlerini kullanimu ile
direk iliskili olup, erken metastaz yapan ve hizli biiyiiylip ¢ogalan oldukga agresif bir
tirdiir. Kanama ve nekroz sik goriilmekle beraber, yiiksek oranda lenf nodu ve komsu

yapilara invazyon yaparak ve lenf dolasimi tizerinden yayilir. [56]. Birgok hastanin erken



tan1 sans1 olmayip, tani aninda yaygin hastaliga sahip oldugundan cerrahi miidahale sans1

diisliktiir, alternatif tedavi icin genelde kemoterapi ve radyoterapi uygulanir [57].

3. NIGELLA SATIVA

Ulkemizde halk arasinda “Cérek otu” olarak bilinen Nigella sativa L. Ranunculacea
(diglingigegigiller) familyasina ait bir bitki olup, Giiney Bati Asya, Avrupa, Kuzey
Afrika’da yetisir ve iilkemizde cogunlukla Afyon, Isparta, Burdur, Istanbul, Konya ve
Eskisehir yorelerinde yetistirilir [58].

Nigella sativa tiirii mizrak seklinde uzun ince yapraklara sahip olup, 5-10 petalli ve
cogunlukla beyaz, sari, soluk mavi, pembe, mor renkli narin ¢igeklere sahiptir (Gorsel
3.1). Birlesmis folikiilden olusan kapsiil seklindeki bitki meyveleri genistir. Kapsiil sayisi
cogunlukla 3-7 adettir ve her bir kapsiil yumurta bi¢ciminde, agisal, yassi ve huni
bi¢ciminde olup yaklagik 0.1cm genisliginde ve 0.2cm boyunda birgok siyah tohum igerir
[59, 60].

Gorsel 3.1. “Nigella sativa ve tohumu” (https.://www.seeds-gallery.shop/tr/ana-sayfa/corek-otu-

tohumlar-nigella-sativa.html)
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Tohumlar1 bagta ¢esitli gida sektoriinde kullanimimin yaninda halk arasinda
geleneksel tipta ¢esitli birgok hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir [61]. Geleneksel
tedavide ¢orek otu; oksiiriik, inflamatuvar hastaliklar, bronsit, astim, bas donmesi, agr1,
ateslenme, karaciger ve bobrek islev bozukluklari, mide-barsak sistemi problemleri,
diyabet, egzama, hipertansiyon ve kanser gibi bir¢ok hastaligin tedavisinde
kullanilabildigi belirtilmektedir [62]. Kanser teshisi konmus kisilerde kemoterapiyle
birlikte tamamlayici ve alternatif tipta kullanilabilecegi bildirilmektedir [61].

Corek otunun tohumunun i¢inde bulundurdugu yapilarin besin degerleri yiiksek
olup baglica doymus/doymamis sabit yaglar (%31-35,5), ugucu yaglar (%0,4-0,45),
proteinler (%16-19,9), karbonhidratlar (%33-34), amino asitler, tanenler, saponinler,
lifler, alkoloidler, mineraller (ginko, kalsiyum, fosfat), vitaminler (tiamin, askorbik asit,

folik asit, niasin ve pridoksin) tespit edilmistir (Tablo 3.1) [63].

Tablo 3.1. Nigella sativa L. tohumunun genel igerigi [63].

Icerik % (a/a)
Yag 31-355
Protein 16-19,9
Karbonhidrat 33-34
Lif 4,5-6,5
Saponin 0,013
Nem 5-7

Kiil 3,7-7

Corek otu tohumunda bulunan doymamis yag asitleri (~%85) baslica; linoleik asit
oleik asit, eikozadienoik asit, linolenik (omega-6) asit, ve palmitoleik asittir. Doymus yag
asitleri (~%18); stearik asit, miristik asit, ve palmitik asittir [63].

Corek otu tohumu ugucu yaglarindan ¢esitli farmakolojik aktif kimyasal bilesenleri

biinyesinde bulundurur bunlar baslica; timokinon, ditimokinon, timohidrokinon ve
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timoldiir, ayrica karvakrol ve nigellon, p-simen, d-limonen, o ve B-pinen, trans-anetol de
icerir (Tablo 3.2.) [59, 61, 64].

Tablo 3.2. Nigella sativa tohum kimyasal i¢erigi [65]

Ucucu sekonder metabolit % (Yiizde) Ucucu sekonder metabolit % (Yiizde)
Timokinon 28,70 Terpinolen 0,56
p-Simen 27,80 2,6,11,15-Tetrametil- 0,47
9-Undekenal, 2,10-dimetil 11,54 hekzadeka- 2,8,8,10,14-pentaen 0,45

1. 2,3-epoksi-gerianial

a-Terpinen 5,23 cis-4-Metoksituyan 0,44
a-Tuyen 5,09 Sabinen 0,44
trans-4-Metoksituyan 3,62 Sulforuz asit, 2-etilhekzil- 0,32

izohekzil ester

Longifolen 3,24 Nonil allil okzalat 0,24
Karvakrol 2,44 Asetamid, N-(2-hidroksi-3- 0,22
pentenil)-

Timohidrokinon 2,40 Terpinen-4-ol 0,21
B-Pinen 1,31 2-metil hekzanoik asit 0,16
a- Pinen 1,00 2,4-Oktadienal, (E,E), 0,15
4-Tridesen 0,92 2E,4Z-Dekadienal 0,14
Sitronellil n-biitirat 0,88

cis-11,14-Eikosaienoik- 0,81

sit metil ester

Longipinen 0,61

(+)-Dihidrokarvon 0,58
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Corek otu tohumu gida sektoriinde yiyecek, aroma arttirici, baharat ve koruyucu
olarak kullanilmakla beraber, diinyanin bir¢ok bdlgesinde geleneksel tedavilerde de
yaygin olarak kullanilmaktadir. Basta antialerjik, antimikrobiyal, antihistaminik ve
iltihap Onleyici olarak da kullanildigi bildirilmektedir [53, 64, 66]. Tiim bu etkilerin
yaninda ¢orek otu tohumunun halk arasinda basta sindirim, bagisiklik, karaciger, bobrek
ve solunum sistemi problemlerinin tedavisinde geleneksel tibbi agidan yararl olabilecegi

diistiniilmektedir [61, 62].

Ayrica ¢orek otu tohumu ile yapilan tentiirlin basta akut gastroenterit, hazimsizlik,
amenore (adet diizensizligi), dismenore (sancili adet gdrne), istah kayb1 ve deri dokiintiisii

tedavilerinde kullanildigi, kusma onleyici ve antiseptik olarak da kullanildig:

bildirilmektedir [66].

Nigella sativa' nin metanolik ve etanolik tohum ekstrelerinin, antimikrobiyal
etkileri ve AS549, SW480 ve HelLa hiicre hatlar1 {izerindeki sitotoksik etkileri
degerlendirilmis, yapilan calismalarda ekstraktlarda bulunan biyoaktif bilesenler,
antioksidan, antibakteriyel ve sitotoksik etkilerden sorumlu olan alkaloidler, flavonoidler,
saponinler, tanenler ve fenolik bilesiklerin tespit edildigi belirtilmistir. N. sativa
tohumlarinin, ¢esitli hastaliklarin iyilestirilmesinde ve yeni ilaglarin gelistirilmesinde ¢ok
onemli bir rol oynayabilen ve immiinomodiilator etkileri arastirilabilen yiiksek degerli

biyoaktif molekiiller i¢erdigi belirtilmistir [67].

3.1. Timokinonun Kimyasal Ozellikleri

Bir monoterpen olan timokinon ilk olarak El-Dakhakhany tarafidan 1963 yilinda
Nigella sativa L.’den ekstre edilmistir [68]. Molekiil formiilii C10H1202 ve molar agirhigi
164,20 g/mol olan timokinon (2-izopropil-5-metilbenzo-1, 4-kinon), tohumun ugucu
yaginin en biyoaktif ana bilesenidir. Keto enol ve karigik formlardan olusur. Hidrofobik
ozelligi, biyo yararlanimin1 ve ila¢ formiilasyonlarinda kullanimini kisitlayan
faktorlerdendir [68]. Kimyasal analizlerde ¢orek otu tohumu ugucu yagin yaklasik %28’¢

kadar ulasabilen oranlarda timokinon icerebildigi gosterilmistir (Tablo 3.2) [68].

Timokinonun 0,1 N hidrokloriir, PBS ve su (pH 5; 7,4 ve 9,0’da) c¢ozeltilerinde
¢cozlinlirliigliniin  ayn1 oldugu goriilmiistir. HPLC kullanilarak yapilan analizlerde

timokinonun pH artisina bagh olarak stabilitenin azaldig1 belirlenmistir ve diisiik pH’da

13



daha stabil oldugu belirlenmistir ayrica timokinonun isiga kisa siireli maruziyetinde dahi
yiiksek hassasiyet gosterdigi belirlenmistir. Timokinonun fotoliz kinetigi etanol
kullanilarak arastirilmis ve caligmalar timokinonun %70’inden fazla bir oranda hizlica

bozuldugunu gostermistir [69]. Timokinonun kimyasal formiilii Sekil 3.1°de verilmistir.

O CH;
CH;
H,C
(0]
Thymoquinone

Sekil 3.1. Timokinonun kimyasal formiilii

3.1.1. Timokinonun farmakokinetik ézellikleri

Timokinonun ile birgok in vivo deneyler yapilmis olup oral, subkiitan,
intraperitoneal (i.p.) [70], ve intravendz (i.v.) [71] uygulamalar denenmistir. 2,5-3 kg
agirhigindaki saglikli 10 adet Vole cinsi erkek tavsanlar ile yapilan ¢alismada 5 mg/kg
intravendz ve 20 mg/kg oral hedef doza kadar, timokinonun tiim hayvanlar tarafindan
tolere edildigi belirtilmistir [72]. Intravenéz uygulama sonrasindaki ortalama plazma
konsantrasyonu-zaman egrisi, oral uygulama sonrasindakinden yiiksek ¢iktigi
belirtilmistir. Timokinonun oral uygulanmasindan sonra plazma konsantrasyonu 2 saat

icinde pik noktasina ulasarak hizla yiikseldigi belirtilmistir [72].

Timokinonun agiz yolu ile alinmasindan sonra karaciger enzimleri (DT-diaforaz
(kinin rediiktaz) ile metabolize edilerek hidrokinona indirgendigi ve hidrokinonun
baglanarak daha sonra merkaptiirik asite doniistiiriilerek idrarla uzaklastirildig:

bildirilmektedir [62].

Timokinon proteinlere yiiksek oranda baglanir ve timokinon-protein baglanmasinin
tahmini yiizdesi insanlarda ve tavsanlarda yaklasik %99 civarinda oldugu bildirilmistir
[72].

Bir¢ok terapdtik uygulamalart olmasina karsin diisiik ¢oziiniirliigii ve yiiksek

hidrofobik 6zelliginden dolay1 timokinonun ila¢ formiilasyonlarinin gelistirilmesi
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acisindan  sinirlandirict  etki  yaratmaktadir  [73]. Timokinonun bu problemi,
nanopartikiilat enkapsiilasyon sistemleri ile ¢oziilmiistiir ve biyo yararlanimi, aktivitesi
arttirtlarak son yillarda kati lipid nanopartikiiller, timokinon-yiiklii nano-yapili lipid
tastyicilar gibi yeni analoglar elde iiretildigi bildirilmistir [62, 74, 75].

3.1.2. Timokinonun molekiiler etki mekanizmalari

Timokinonun tiim etki mekanizmalari tam olarak ortaya ¢ikarilamamistir. Yapilan
caligmalar ile ortaya koyulan genel molekiiler etki mekanizmalari; oksidatif parametreler,
inflamasyon aracilari, peroksizom proliferator aktiflenmis reseptorler (PPARs),
transkripsiyon faktorleri, apoptoz tizerine etkileri belirtilmektedir. Corek otu yaginin
etken maddesi olan timokinonun antiinflamatuvar, antioksidan, kemokoruyucu etkileri
belirtilmekle beraber hiicrelere minimum toksik etki gostererek, meme, kemik,
yumurtalik, kolon, miyeloid 16semi ve pankreas ve akciger olmak tizere birgok timor

hiicrelerinin ¢ogalmasini baskiladig: bildirilmistir [76-78].

3.1.2.1. Inflamasyon aracilari iizerine etkisi

Prostanoid yapiminda gorev alan COX1 ve COX2 inhibitorleri, sikloosigenaz
(COX) enzim tipidir. COX2’nin fazla ekspresyonu ile mide, akciger, meme ve pankreas
gibi birgok kanser tipinin iliskili oldugu bildirilmektedir [79]. Bu durum prostaglandinin
(PG) anjiyogenezisi yukar1 yonlii regiilasyonu ve apoptoza direnci arttirmasindan dolay1
onem arz etmektedir (80-81). COX2 inhibisyonun saglikli dokular iizerinde istenmeyen
yan etkiler olusturabilecegi diisiiniilmesinden dolay1 son zamanlarda COX2 inhibisyon
mekanizmasiyla kanser koruyuculugu seceneginde dogal iirlinlere olan ilgi artmaktadir
[49]. Tiomokinon ile yapilan in vivo ¢alismalarda alerjik solunum yolu inflamasyonun da
COX2 ekspresyonunun ve PG iiretimininin diismesinde kritik rol oynadigi rapor
edilmistir [82]. Timokinonun, p47PHOX fosfor peptitlerinin Ser-328 ve Ser-304’indeki
fosforilasyonun bozulmasiyla indiiklenmis FLMP inflamasyonunu diistirdiigii

belirtilmistir [83].
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3.1.2.2. Peroksizom ¢ogalma aktiflenmis reseptirler iizerine etkisi

PPAR’lerin gesitli regiilasyonlar1 sonucu bazi genetik yolaklar1 diizenleyerek olasi
kanser engelleyici etki gosterdigi belirtilirken, timokinonun PPAR-y reseptori ile yukari
yonlii regiilasyonu sagladigi ve hiicre dliimiinde ve meme kanserin proliferasyonunu
saglayan genleri inhibe etigi bildirilmistir [84], timokinon ile PPAR-y aktivasyonu

arasindaki iligkinin kanser 6nleyici bir mekanizmaya sahip oldugu belirtmektedir [85].

3.1.2.3. Oksidatif parametreler iizerindeki etkisi

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) kisa omiirlii oksijen kaynaklart iceren kiigiik yapili
molekiiller olup hidroksit (OH.), siiperoksit (O2—.), peroksil (RO2.) ve alkoksil (RO.)
radikallerini icerirler. Hidrojen peroksit (H20,), singlet oksijen (*O), hipoklorik asit
(HOCI) ve ozon (O3), gibi radikal olmayan yapilar okside edici ajanlar gibi davranarak
rahatlikla radikallere doniisiirler [86]. Hidrojen peroksit c¢ekirdek zarini asar, metal
iyonlar ile oksidasyon reaksiyonuna girerek ve hidroksil radikalleri ortaya ¢ikar [87].
Hidroksil olusumunu tesvik ettigi diisiiniilen demir ile bakir buna 6rnek olarak
gosterilmektedir [88]. Cesitli in vitro ve in vivo deneylerde oksidatif stresi baslatan
serbest radikallere karsi timokinonun antioksidan ve serbest radikalleri uzaklastirdig
belirtilmistir. Timokinonun organ bozukluklarina, oksidatif hasara, sebep olan cesitli
cevresel toksinleri ve ksenobiyotiklerin yan etkilerini azaltabilecegi bildirilmistir [89,
90]. Ayrica, Siiperoksit Dismutaz’in aktivitesinin timokinon ile arttig1 ve ¢esitli deneysel
patolojik kosullar altinda Glutatyon’u indiikleyerek hiicresel oksidatif stresi diistirdiigii

gosterilmistir [91-93].

3.1.2.4. Apoptoz iizerindeki etkisi

Timokinonun, tiimor baskilayict genleri aktive ederek kansere karsi korunmada
onemli bir rol oynadigi belirlenmistir [69]. Timokinonun, p21, p27 ve p53 gibi timdr
baskilayici genlerin modiilasyonunda etkili oldugu gosterilmistir [94, 95]. Timokinonun
p53 bagimh sinyal yolagi araciligi ile insan kolon kanser hiicreleri ve hayvan
modellerinde apoptozu indiikledigi belirtilmistir [96]. Yapilan in vitro ¢alismalarda DNA
pargalanmasi, kaspazin uyarilmasi ve PARP siipiirilme (klevaji) ile apoptozu

diizenlenmesinde timokinonun etkili oldugu gosterilmistir [97]. Ayrica Bax/Bcl-2
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aktivasyonlarinin 6nemli Olglide arttigi gozlenmis ve apoptatik modiilatér olan p53
ekspresyonunun yukari yonlii regiile ettigi belirlenmistir [98, 99]. Timokinonun ERK1/2

sinyal yolagini etkileyerek hiicre poliferasyonunu azalttig1 da gosterilmistir [100].

3.1.2.5. Timokinonun antikanser etkisi

Timokinon ile gesitli preklinik ¢aligmalar yapilmis ve insan kanser hiicrelerine
secici sitotoksisite gosterdigi yerlerde hiicre biiylimesini engelleyici 6zelligi ile apoptoza
etkisi aragtirllmistir [101]. Yapilan ¢aligmalarda, Akt aktivasyonunun ve hiicre disi kinaz
sinyal yollarinin ve NF-xB sinyal yolaginin timokinon tarafindan baskilanarak kanserli
hiicreleri apoptoza gotiirdiigii belirtilmistir. Invazyon, metastaz ve anjiyogenez, dahil
diger tiimorojenik gelismelerde de timokinonun iliskili oldugu ortaya konulmustur [102].
Timokinonun ¢oklu hedefleri timor olusumu veya ilag direnci gelistirmeye dahil olan ve
kanserojen madde metabolize edici enzimler, transkripsiyon faktorler, hiicre dongiisiinii
diizenleyici proteinler igin tanimlanmustir. Birgok in vivo hayvan modelli ¢alisma midede,
karacigerde, kolonda, 6n deride, agiz boslugunda indiiklenmis karsinojenezin,

timokinonun tarafindan inhibe edildigi gésterilmistir [103].

In vitro ve in-vivo calismalarda Nigella sativa tohumlarindaki hem yag hem de aktif
madde olan timokinonun anti-kanser etkisinin gozlendigi belirtilmistir. Bir ¢alismada
timokinonun doza bagli olarak degisimiyle, hepatoselliiler karsinoma hiicrelerindeki
¢ogalmanin 6nemli 6l¢iide azalttigr bildirilmistir [104]. Pankreatik kanser hiicreleri ile
yapilan ¢alismalarda ise timokinonunun apoptozu arttirdigi tiimor biiyiimesini inhibe
ettigi in vitro ve in vivo ¢alismalarda belirtilmistir [105]. Ayrica, anti-apoptotik Bcl-2 (B-
cell lymphoma 2), Bcl-xL(B-cell lymphoma-extra large), XIAP (X-linked inhibitor of
apoptosis protein)' in negatif yonlii regiilasyonunu, kaspaz-3, kaspaz-9, Bax gibi pro-

apoptotik molekiillerin de pozitif yonlii regiilasyonunun sagladigi goriilmistiir [105].

Timokinon ile yapilan bagka bir ¢aligmada ise kolanjiokarsinom hiicrelerinde etkisi
arastirilmig olup hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi gosterilmis, in vivo modelde ise
timdr biiyliimesi ve anjiogenezin inhibe edildigi belirtilmistir. Ayrica Bcl-2, COX-2
(Cyclooxygenase-2), AKT, p65, XIAP, VEGF (Vascular endothelial growth factor) gibi
genleri negatif yonlii baskiladigi gozlenmistir [106]. Yapilan diger bir ¢alismada, Nigella

sativa tohumu yagi ve timokinonun, insan servikal kanser hiicresi iizerindeki etkileri
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incelenmistir. HeLa hiicre hatlar1 kullanilan bu g¢alismada timokinonun kanser hiicre
proliferasyonu ve migrasyonunu inhibe ettiginin yani sira pro-apoptotik genlerin
ekspresyonlarini indiiklerken (BIK, FASL, BCL2L10 ve CASPI1), kanser ve NFkB
(Niikleer Faktor kapa B) sinyali ve kanserden sorumlu anti-apoptotik genlerdeki

ekspresyon seviyesini de diisiirdiigi belirtilmistir [107].

Bir diger calismada ise, HL-60 insan miyoblastik kanser hiicre hatti {lizerine
timokinonun etkisi arastirilmistir [108]. Calisma sonucunda timokinonun HL-60 hiicre
hatt1 ilizerinde anti-proliferatif etki gosterdigi ve mitokondrinin membran yapisinin
bozuldugu, kaspaz 3, kaspaz 8 ve kaspaz 9 aktivasyonlarmin diizenlenerek apoptozun
indiiklendigi belirtilmistir. Ayrica, timokinon uygulanan HL-60 hiicrelerinde proapototik
Bax proteinini pozitif yonde diizenleyerek, anti-apoptotik protein olan Bcl2'yi de negatif

yonde diizenleyerek Bax/Bcl2 oraninin artmasina sebep oldugu belirtilmistir [108].

Timokinonun A549 hiicre hatt1 tizerindeki etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada ii¢
giin boyunca yapilan farkli konsantrasyon ¢alismalarinda hiicre canliliginin doza bagh
azaldigi, kaspaz-3, kaspaz-9 aktivasyonunun timokinona bagl olarak aktive ettigi
Bax/Bcl-2 aktivasyonlarinin 6nemli 6l¢iide arttig1 gdzlenmis ve apoptatik modiilator olan
p53 ekspresyonunun yukari yonlii regiile ettigi belirlenmistir ve timokinonun akciger

kanseri tedavisi igin potansiyel bir terapétik ajan olabilecegi 6ne stiriilmiistiir [99].

Timokinon ve A549 ile yapilan diger bir calismada, timokinonun hiicre
cogalmasini, goglinii ve invazyonunu inhibe etmede rol oynadigini, ayrica PCNA, siklin
D1, MMP2 ve MMP9 mRNA ve proteinin doza ve zamana bagl bir sekilde ekspresyon
seviyesini de inhibe ettigi belirtilmisitir, hiicre dongiisii inhibitorii P16 ekspresyonu ve
MMP2 ve MMP9'un jelatinaz aktiviteleri de timokinon tarafindan 6nemli 6lgiide inhibe
edildigi ayrica ERK1/2'nin fosforilasyonunu azalttigi; bununla birlikte, timokinonun
A549 hiicreleri tlizerindeki proliferasyon ve istila onleyici etkileri, ERK1/2 inhibitorii

PD98059 tarafindan nétralize edildigi belirtilmistir [100].

Yapilan diger c¢aligmalarda timokinonun kanser koruyucu mekanizmalari
arastirilmistir. Timokinonun kanserli hiicrenin sag kalimimi engellemek icin Akt
aktivasyonunu baskiladigi, onkojenik ekspresyonu kontrol etmek i¢in NF-kappa B
yolagini deaktive ettigi, kanserli dokulardaki apoptotik hiicre 6liimiinii, apoptotik gen

ifadelerini yukar1 yonlii regiile ve anti-apoptotik gen ekspresyonunu asagi yonlii regule
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ederek azalttig1, antioksidan enzimlerin aktivitesini arttirdigi, kanser tedavisinde normal
hiicreleri korudugu, CYP450 enzimlerini hasardan korudugu belirtilmistir (Sekil 3.2)
[109].

Kansere karsi
hiicre kormmasi

Kansere karst
1 hiicre korumas: Kansere karst
P450 enzimlerinin cevresel f e honesas.
hasardan korunmasi Radyasyona kars: T
hiicresel koruma SOD, CAT.
" GPx aktiviteleri

IL-6 & 8 tiretimi I-

........ ,l Timokinon kappa B-alfa

> 5 +| indirgenmesi
[ 1 . [\i.— "}
&“'Jl |_n2_/] l

+ - - -

Kaspaz-3, 8, 9. bel-2 ve diger anti - |_A1¢J NF-kappa B

bax apoptotik genler

Onkojen ekspresyon
leontrolii

Kanser shi hiicreleri

Sekil 3.2. Timokinonun kansere karst muhtemel etki mekanizmalar: [109]

3.2. Timokinonun Toksisitesi

Nigella sativa tohum ekstreleri diisiik toksik etkiye sahiptir, yapilan ¢aligmalarda
toksik etki oldukea yiiksek dozlarda goriilmiistiir. N. sativa tohum ekstresi ile yapilan in
Vvivo ¢alismasinda si¢anlara diizenli olarak deri alt1 enjeksiyon ile uygulanan uygulanan
50mg/kg’lik ekstrenin bobrek ve karaciger enzimlerinin metabolik aktivitesinde 5 giin
boyunca 50mg/kg ekstrenin 6nemli bir sorun teskil etmedigi belirtilmistir [110]. Oral yol
ile uygulanan 10ml/kg tohum ekstresinin uygulama sonrasi herhangi bir 6liime veya
karaciger enzimlerine belirlenmis toksik etkisi goriilmemistir [91, 111].

Fareler ile yapilan oral timokinon uygulanmasinda lethal doz oran1 (LD50) degeri
2,4 g/kg olarak hesaplanmistir. Sicanlar ile yapilan yiiksek doz (2-3 g/kg) uygulamasinin
ardindan basta kalp, karaciger ve bobrek gibi dokularda indirgenmis GSH miktarinda
belirgin bir azalma goriilmiistiir. Laktat dehidrogenaz (LDH), kreatin fosfokinaz, (ALT)
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gibi cesitli enzimlerin katalitik etkisinde timokinon uygulamasi sonucu belirgin artiglar

gozlenmistir [112].

Farkli dozlarda (4, 8, 12,5, 25 ve 50 mg/kg) intraperitoneal olarak uygulanan
timokinonun LDH, aspartat transaminaz (AST) ve alanin amino transferaz, enzim
aktiviteleri iizerine 6nemli degislikler olusturmadigi belirlenirken LD50 90,3 mg/kg
olarak hesaplanmistir [113].

LD50 degerinin belirlenmesi icin fareler ile yapilan intraperitonal uygulanan
timokinon ¢alismasinda, LD50 degeri 104,7 mg/kg olarak bulunurken oral uygulamada
LD50 degeri 870,9 mg/kg olarak bulunmustur. Siganda ise LD50 degeri intraperitoneal
uygulama i¢in 57,5 mg/kg, oral uygulamada ise 794,3 mg/kg olarak tespit edilmistir. Oral
olarak uygulandiginda timokinonun daha giivenli oldugu tespit edilmistir [114].

Fareler ile yapilan akut toksisite ¢alismalarinda, oral olarak timokinon
uygulamasinda LD50 2,4 g/kg, siganlarda intraperitoneal uygulama ile LD50 degeri 10
mg/kg olarak tespit edilmistir (98,99). Yapilan diger bir in vivo ¢alismada farelerdeki ve
sicanlardaki intraperitoneal LD50 degeri sirasiyla 104,7 mg/kg ve 57,5 mg/kg olarak
belirlenirken, oral LD50 degerleri fare ve sigan igin sirasiyla 870,9 mg/kg ve siganlarda
ise 794,3 mg/kg olarak bildirilmistir [114].

Corek otu yag ile siganlar lizerinde yapilan bagka bir ¢alismada, erkek sicanlara 14
hafta boyunca 200 mg/kg/ giin olarak verilen ¢orek otu yaginin dalak, bobrek, karaciger,
ve diger organlar incelendiginde patolojik olarak herhangi bir 6nemli degisiklige neden

olmadig1 ve biyokimyasal olarak dnemli bir degisiklik goriilmedigi tespit edilmistir [87].

Ureme toksisitesini belirlemek icin sicanlar ile yapilan intraperitoneal uygulamada
gozlenebilen higbir yan etki géstermeyen doz miktar1 15 mg/kg olarak bulunmustur [115].
Erkek ve disi siganlar iizerinde yapilan inraperitoneal timokinon uygulama sonucu
maksimum tolere edilen doz erkek siganlar i¢in 22,5 mg/kg, disi si¢anlar i¢in ise 15
mg/kg; oral olarak verildiginde ise erkek ve disi sicanda 250 mg/kg olarak ol¢iilmiistiir
[44]. Timokinonun yiiksek doz olarak akut 2 g/kg veya tistii uygulandiginda solunum
giicligii ve hipoaktivite belirtileri gézlenmistir [112, 116].

Hamilelik ve emzirme doneminde dermal ve oral etkisine dair yeterli aragtirma ve
veri olmadiginda kullanimi giivenli degildir. Yapilan ¢esitli in vivo g¢alismalarda

timokinonun uterus diiz kas kasilmasini konsantrasyona bagimli olarak inhibe ettigi
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belirtilmistir [117]. Hamilelik doneminde timokinonun anti-anjiyojenik etkisi ytiziinden

kullaniminin riskli oldugu bildirilmistir [66].

4. NIGELLA DAMASCENA

Nigella damascena 5 ile 25 arasi sepali bulunan, yapraklar alternat, iplik gibi ve
pinnat bollinmiistiir. Sepali tasiyan ¢icekler genelde mavi olmakla beraber beyaz, pembe
ve soluk mor da olabilir (Gorsel 4.1.). Halk dilinde Sam Co6rek Otu olarak bilinir. Petaller,
stamenlerin tabaninda bulunur, kiigiik ve tirtikli yapidadirlar. Bitki her yil ayni yerde
biiylir. Orta nemli gegirgen toprakta ve giinesli bir bolgede kolayca yetistirilebilir. Yer
degisikligini kars1 oldukg¢a naziktir. Nem oraninin ayni diizeyde olmasini tercih eder.
Haziran, Temmuz ve Agustos aylarinda ¢igek acar. Tohumlar Agustos ile Ekim aylarinda
olgunlasir. Cigekler hermafrodit’tir ve 50 cm’ye kadar biiyiiyebilir [118, 119].

Tek yilik bir bitki olan Nigella damascena Avrupa ve Asya kitasinda iliman
iklimime hakim olan yerlerde yetismektedir. Tohumlart sekil olarak Nigella sativa
tohumlarina benzer ve karakteristik ¢ilek aromast barindirir ve Asya yaygin
gastronomisinde kullanilmaktadir. Literatiirde Nigella damascenanin idrar soktiiriicii,
ostrojenik aktivite, etkisi bildirilmektedir [15, 118, 119]. Nigella damascena tohum
icerigindeki bilesikleri Tablo 4.1’de belirtilmistir.

Gorsel 4.1. “Nigella damascena” bitkisi (https://landscapeofus.com/love-mist-nigella-

damascena/).
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Tablo 4.1. Nigella damascena tohumlari 'min igerik bilegikleri [119]

Bilesikler (%)
a-copaene 0.1
p-elemene 38.4
P-caryophyllene 14
P-cadinene 0.3
germacrene D 0.1
p-selinene 0.6
a-selinene 0.6
viridiflorene 0.3
germacrene A 52.8
7-epi-a-selinene 0.1
methyl 2-amino-3- methoxyl benzoate 0.2
damascenine 0.1

5. MATERYAL METOT
5.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Dulbecco’s Modified Eagle’s High Glucose (Sigma Aldrich), Fetal sigir serumu
(FBS) (Sigma Aldrich), Phosphate-Buffered Saline (PBS) (Sigma Aldrich), EDTA
(Etilen Diamin Tetra Asetik asit) (Sigma Aldrich), Dimetil Siilfoksit (DMSO) (Sigma
Aldrich), MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir)(100gr) (Sigma
Aldrich), Penisilin-Streptomisin (Sigma Aldrich), Tripsin-EDTA solution (Sigma
Aldrich), Tibbi Kullanim Amagli Etil Alkol (Aytas), Timokinon (%99.97) (1gr) (BLD
pharma), PE Active Caspase-3 Apoptosis Kit (BD Pharmingen), Cytotoxicity Detection
Kit plus (LDH) (Roche)

5.2. Kullanmilan Aletler, Cihazlar ve Sarf Malzemeler

Buzdolab1 (Bosch), Derin Dondurucu (-200C, Liebherr), Derin Dondurucu (-86 °C,
Nuaire), Soguk Sikim Yag Makinesi (Ozel Uretim), Ultra Saf Su Cihaz1 (Sartorius),
Orbital Platform Calkalayict (HEIDOLPH), Vortex (HEIDOLPH),Su banyosu (Niive),
Otoklav (Eryigit Tibbi Cihazlar AS), Laminar akimli kabin (Scanlaf), Inkiibator (CO2’li,
Binder), Inverted Mikroskop (Olympus), Santrifiij (Hettich), Akis Sitometrisi (Accuri C6,
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BD), Elisa Cihaz1 (BioTek), Hassa Terazi (Precisa), Ultra Performans Birlesim
Kromatografisi (Waters), Kolon (Waters Acquity UPC2 HSS C18 1.9um (3.0x150mm)),
Mikropipetler (0.5-10, 2-20, 10-100, 100-1000uI’lik, 12 kanalli (30-300 pl) Ependorf),
Pipet ucu (0.5-10, 20-200, 100-1000ul’lik Ependorf), Falkon Tip (15-50ml’lik,
ISOLAB), Pipet 10ml (Capp), Santrifiij Tiipii (2ml, Ependorf), Hiicre kiiltiirii uyumlu
flask (25/75 em2, SPL Life Sciences) Cryovial tiip (Greiner bio one), Rezervuar Kabi1
(ISOLAB), Otoklav Sisesi (ISOLAB), Mikrofiltre (Sartorius), Enjektor (5-15ml,
AYSET)

5.2.1. Kullanilan arac ve gerecin hazirlanmasi

Yapilan ¢alismalarda gerekli olan bazi plastik ve cam malzemeler ile sivilar
aliminyum folyo ile uygun sekilde sarilarak otoklavda 121 °C, 1,5 atm/Hg basingta 20
dakika, baz1 cam ve metal malzemeler de aliiminyum folyolara saril1 olarak sterilizatérde
180 °C’de 2 saat, siire ile steril edilerek kullanilmistir. Kullanilan yaglar ise 20pum siringa

mikrofiltre yardimu ile filtrelenmistir.

5.3. Yontem

5.3.1. Yaglarn eldesi

Nigella sativa ve Nigella damascena tohumlart Gegit Kusagi Tarimsal Arastirma
Enstitiisii tarafindan temin edilmistir. Her iki tiirtinde tohumlar1 bir soguk sikim makinasi
ile bir Siiperkritik CO, Ekstraksiyon (SFE) cihazi ile ayr olarak elde edilmistir. Once
Nigella sativa tohumlar1 yaklagik 100gr tartildi ve soguk sikim makinasindan yaklagsik
20gr yag elde edilmistir. Elde edilen yag 50ml corning tiipte 1200 devirde 5 dakika
boyunca santrifiij edildi ve agz1 parafinli bir sekilde karanlik ortamda deneylere kadar
muhafaza edilmistir. Ayn1 islem Nigella damascena iginde yapilmistir. SFE yagi eldesi
icin Corek Otu tohumlar: bir havanda doviilmiistiir ve SFE eldesi i¢in Tablo 5.1°de
belirtilen degerler uygulanmistir ve yag hekzan ile toplanmis ve hekzan’in yagdan
uzaklastirilmasi i¢in bir rotorlu evaporator kullanilmistir ve elde edilen yag bir pipet
yardimi ile toplanip bir koyu renkli temiz sisede stoklanmistir. Ayni islem Nigella
damascena i¢inde tekrarlanmistir. Tiim yaglar kullanimina kadar 151k gérmeyen bir

ortamda saklanmustir.
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Yag eldesi icin kullanilan yontemlerin en verimlisini belirlemek i¢in yapilan bir
calismada, hindistan cevizi kullanilmis soguk sikim, ve soxhlet yontemi karsilastiriimis
yapilan analizlerde yag asidi icerigi incelendiginde en verimli yontem soxlet olmasina
ragmen siiper kritik akiskan ekstraksiyon yontemi ile arada 6nemli bir farkin olmadigi ve
gereksiz ¢ozelti kullanmaya gerek olmamasi ve igerik bakimindan yiiksek verimlilik
saglamasi nedeniyle SFE yonteminin en verimli yontem oldugu belirtilmistir [120].

Sikim yontemlerini igerik verimliligi bakimindan karsilastiran diger bir ¢calismada
ise ¢ay tohumlar1 soguk sikim ve stiper kritik akiskan ekstaksiyonu ile sikilarak igerikleri
incelenmis ve SFE yontemi ile elde edilen yaglarin soguk sikima gore daha yiiksek oranda
skualen, lupeol ve toplam sterol oranlart igerdigi belirlenmis daha yiiksek antioksidan

tespit edildigi belirtilmistir [121].

Tablo 5.1 Siiper Kritik Yag Eldesi Prosediirii

Adim CO, Ekstraksiyon | Ekstraksiyon | Dinamik Statik Siire | Dinamik
Akisi(ml/dk) | Sicaklig: Basinc1 Siirel(dk) (dk) Siire2 (dk)
5.00 40 250 15.00 20.00 15.00
5.00 40 250 0.00 20.00 20.00

5.3.1.1. Yaglardaki timokinon orani ve él¢iimii

Yaglarin i¢indeki timokinon oranlarini hesaplamak i¢cin Waters Acquity UPC2
sistemi kullanilarak UV spekturumuna (PDA) gore tesit edilmistir. Yag numunelerinin
%4’ likk ¢ozeltisi 2-isopropil alkol ile hazirlanip, sisteme 1pl enjekte edilmistir. Tablo
5.2’de timokinon 6l¢iimii igin gerekli kromatografik kosullar ve Tablo 5.3’de yaglarin

tirlere ve elde edilme yontemine gore igeriginde bulunan timokinon orani belirtilmistir.
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Tablo 5.2. Kromatografik Kosullar

Sistem: Waters Acquity UPC22

Kolon: Waters Acquity UPC?2HSS C18 1.9um (3.0x150mm)

Kolon Sicakligi: 40°C

Mobil Faz: %94 CO»- %6 MeOH (% 0.1Formik Asit) 0.6mL/dk

Geri Basing: 200psi

Enjeksiyon Sicakligi: 15°C

Dedektor: 1) PDA
3 Boyut: 210-500nm tarama
2 Boyut: 238 nm

Tablo 5.3. Verim ve yaglardaki timokinon oran:

Stiper Kritik

Yag Tirti Tohumdan Elde Edilen Yag Timokinon Miktar1 mg /100mg
Verimi %

Nigella sativa 15-20 1,99

Soguk Sikim

Nigella sativa 8 4,45

Stiper Kritik

Nigella damascena 12,1 Tespit Edilemedi
Soguk Sikim

Nigella damascena 2,8 Tespit Edilemedi

5.3.2. Hiicrelerin testler icin hazirlanmasi

Hiicre kiiltiiriinde hiicre hatti olarak Amerikan Tip Kiiltir Koleksiyonu’ndan
(American Type Culture Collection: ATCC) temin edilen insan akciger kanser hiicreleri
(A549, ATCC® CCL-185™) kullanilmistir. Uygun kosullarda ¢ogalmaya birakilan
hiicreler flask yiizeyini %70 oraninda kapladiklar1 zaman Tripsin-EDTA ile muamele
edilerek flask tabanindan kaldirilmistir. Trypan blue boyasi ile boyanan hiicreler, Thoma
lam1 yardimiyla 3 kez sayilarak MTT testi i¢in 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii tabakalarinin
her kuyucugunda belirlenen sayida 5x10° hiicre olacak sekilde %10 FBS igeren
besiyerinde siispansiyon haline getirildikten sonra 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii

plakalarina 0,1 ml hiicre siispansiyonu aktarilmistir. Hiicrelerin yapismasi ve yeni ortama
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alismasi i¢in 37°C’de 24 saat inkiibe edilmislerdir. 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda
hiicrelerin tizerindeki besiyerleri plakalarin ters ¢evrilmesi siiretiyle uzaklastirilmistir.
Hiicrelerin {izerine test maddelerinin sitotoksik etkilerini belirlemek iizere test
maddelerinin istenen konsantrasyonlarini igeren taze besiyerleri ilave edilip 24 saat
37°C’de CO2 inkiibatoriinde inkiibe edilmistir. Coziicii olarak DMSO kullanilmistir.
DMSO orani %0,1’1 gegmeyecek sekilde maddeler besiyerinde %0,1 olacak sekilde 1 ml
icinde 1 ul DMSO’da verilmistir.

5.3.3. Elde edilen yaglarin ve timokinon icin gerekli konsantrasyonun belirlenmesi

Corek otu yaglarinin ana stok ¢dzeltisinin hazirlanmasinda daha 6nceden yapilan
calismalar g6z Oniinde bulundurularak, ¢orek otu yaglart 20 pg /ml DMSO ¢ozeltisi
icinde hazirlanmistir (97). Yaglarin gerekli dozlarin hesaplanmasi i¢in tim yaglarin
Iml’deki agirliklar 8l¢iilmiistiir. Olgiilen agirlik oranlarina gore ¢oziicii olarak kullanilan
DMSO ve medium oranlar1 hesaplanmistir. Timokinon i¢i ana stok ¢dzeltisi i¢in 8,21mg
tartilip 500ul DMSO igerisinde ¢ozdiiriilerek hazirlanmig, ¢érek otu yaglarinin ve
timokinonun ana stogunda toksik sinir olan 1/1000 orani asilmamistir, ardindan
deneylerde kullanilacak olan diliisyonlar taze besiyeri ile seri dillisyonlar, yapilarak
hazirlanmustir. Nigella sativa yaglart i¢in 50 pg /ml, 100 pg /ml, 200 pg /ml ve 400 pg
/ml, Nigella damascena yaglari i¢in 25 ug /ml, 50 pg /ml, 100 ug /ml, 200 pg /ml,
timokinon igin ise 10 uM, 25 uM, 50 uM ve 100 uM olarak belirlenip taze olarak

hazirlanmustir.

5.4. Sitotoksisite deneyleri

5.4.1. Mtt ile mitokondriyal aktiviteye dayah sitotoksik etkinin belirlenmesi

Farkli yontemlerle elde edilen ¢orek otu tohumunun yaglari ve satin alinan
timokinon ana stoklar1 belirlenen doz miktarlarina gore MTT deneyi icin taze olarak
hazirlandi. MTT deneyi igin 24 saat 6ncesinden 96 kuyucuklu plakanin, her bir kuyucuga
5 bin hiicre ekim yapildi ve 24 saat bekletildi. Test maddeleri ile 24 saat muamele edilen
hiicrelerden inkiibasyon siiresi sonunda besiyerleri uzaklastirilmistir. Hiicreler Smg/ml
MTT soliisyonu ile canli hiicrelerin metabolik aktiviteleri sonucu MTT boyasinin suda
¢Oziilmeyen formazan tuzu haline doniistiiriilebilmesi i¢in karbondioksit inkiibatoriinde

2 saat inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda hiicrelerden MTT boyasi
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uzaklagtirllmigtir. Canli hiicreler tarafindan olusturulan formazan tuzlarinin ¢oziilmesi
icin her bir kuyucuga 0,1 ml DMSO ilave edilmistir. Plakalardaki hiicrelerin optik
densiteleri ELISA cihazinda 540 nm dalga boyunda okutulmustur. Test maddesi ile
muamele edilmeyen kontrol hiicre canliligi %100 olarak kabul edilerek, deney
hiicrelerinin canlilik oranlar1 yiizde olarak ifade edilmistir. Bu test 3 kez tekrar edilmistir

(Mosmann 1983).

5.4.2. LDH testi

LDH salim testi olarak da bilinen LDH testi, bir hiicre popiilasyonunda plazma zar1
hasar1 seviyesini degerlendirmek i¢in kullanilan bir hiicre 6liimii, sitotoksisite deneyidir
[116].

Yapilan MTT c¢alismasi sonrasi belirlenen dozlar, kontrol ve ¢oziicii kontrol olan
DMSO igceren mediumlar 96 kuyucuklu plakadan ¢ekilerek diger bir bos plakaya aktarildi
ve deney esnasina kadar -20 °C de bekletildi. Deney yapilmadan bir giin 6nce, -20 °C de
tutulan 96’11 plaka +4 °C ye tasind1 ve mediumlarin erimesi saglandi.

LDH i¢in gerekli olan doz se¢imleri MTT sonuglarina bakilarak degerlendirildi ve
her bir doz, kontrol ve DMSO grubu i¢in 4 adet kuyucuk se¢ildi ve bu kuyucuklarda
bulunan mediumlardan 50 pul alinip bagka bir 96’11 plakaya aktarildi, daha sonra tizerlerine
151k gdrmeyen bir ortamda her bir kuyucuga 50 pl Cytotoxcity Detection Kit (LDH) Dye
solution ilave edildi ve 37 °C’de, 30 dakika boyunca bekletildi. 30 dakika bekletilen plaka
yine 151k gérmeyen bir ortama alinarak her bir kuyucuga 25 pl Stop solution ilave edildi

ve 492 nm’de Elisa cihazinda okutuldu.

5.5. Corek Otu Yaglarinin ve Timokinonun A549 Hiicre Hattindaki Kaspaz-3
Aktivasyonun Akis Sitometrisi ile Belirlenmesi

Kaspaz-3 aktivitesinin arastirilmasi icin MTT deneyi ile belirlenen uygun dozlarin
uygulanmasi i¢in 6 kuyucuklu plakaya her bir kuyucuga yaklasik 300.000 bin hiicre ekildi
ve protokol geregi ulagilmasi gereken hiicre sayisinin elde edilmesi i¢in 48 saat boyunca
plaka inkiibatorde tutuldu ve bu siirenin sonunda plaka kabin i¢ine alinarak tizerindeki
eski medium cekili ve hiicrelerin {izerine taze olarak hazirlanmis kontrol ve dozlar ilave
edildi, ilave edilen dozlar timokinon i¢in 100 uM, Nigella sativa soguk sikim ve siiper
kritik i¢in 200 ug /ml, Nigella damascena soguk sikim ve siiper kritik igin 200 pg /ml
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olarak belirlendi. Kaspaz-3 aktivasyonu i¢in uygulanan adimlar sirasiyla asagidaki

protokole gore uygulandi;

24 saatlik deney icin yapilan doz uygulamasi sonrasi kontrol ve doz igeren
hiicrelerin mediumlar1 ayr1 tiiplere toplandi ve hiicrelerin iizerine 80ul Tripsin-PBS
EDTA ilave edilip 2 dakika inkiikbatorde tutuldu ve hiicrelerin kalmasi saglandi ve
hiicreler sayild1 ve protokol geregi 0,5 ml’de 1 milyon hiicre olacak sekilde hiicreler

topland.

Toplanan hiicreler 5G de 5 dakika santrifiij edildi ve iizerindeki medium
uzaklastirildi, daha sonra iizerlerine 0,5 ml soguk PBS ilave edilip tekrar 5G de 5 dakika
santrifiij edildi ve tekrar PBS ¢ekilip PBS ile yikanip santrifiij edildi. ikinci kez PBS ile
yikanan hiicrelerin iizerine 0,5 ml Cyt/Cyt buffer soliisyonu eklendi ve hiicreler siispanse

hale getirilerek buz i¢inde 20 dakika boyunca bekletildi.

20 dakika buz igerisinde bekletilen hiicreler 5G’de 5 dakika santrifiij edildi ve
Cyt/Cyt buffer uzaklastirildi. Hiicreler daha dnce hazirlanan her bir 6rnek i¢in (1x) 0,5ml
p/w buffer soliisyonu ile 2 kez yikanip santrifiij edildi ve buffer uzaklastirildi.

Ayri bir eppendorf tlipiine her bir 6rnek i¢in 100ul (1x) p/w buffer ve 20ul antibody
ilave edildi ve pipetlendi. Hazirlanan soliisyondan her bir 6rnege 120ul ilave edilip
pipetlenerek hiicrelerin siispanse hale gelmesi sagland1 ve oda sicakliginda 151k gormeyen

bir ortamda 30 dakika bekletildi.

30 dakika ardindan 6rneklerin iizerlerine 1000ul (1x) p/w ilave edildi ve 5G’de 5
dakika santrifiij edildi ve iizerindeki buffer uzaklastirildi. Orneklerin iizerine 500 ul (1x)
p/w ilave edildi ve hiicreler siispanse hale getirilip Akis Sitometrisi cihazinda kaspaz-3

aktivasyonu 6l¢iildi.

6. BULGULAR
6.1. MTT Bulgulan

Timokinon ile Nigella sativa soguk sikim, Nigella sativa siiper kritik sikim, Nigella
damascena soguk sikim ve Nigella damascena siiper kritik sikim yaglart A549 hiicre hatti
tizerindeki 24 saat uygulanarak hiicre canliligt MTT testi ile arastirtlmistir. Yapilan hiicre

canlilig1 testindeki hiicrelerin morfolojik yapilart Gorsel 6.1.’de yer verilmistir.
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Gorsel 6.1. A549 hiicre hatti, inverted mikroskop goriintiileri (24 saat).
A) Kontrol, B) Timokinon (100 pM), C) Nigella sativa soguk sikim (200 ug Iml),
D) Nigella sativa siiper kritik stkum (200 ug /ml), E) Nigella damascena soguk stkam (200
ug Iml), F) Nigella damascena kritik stkim (200 ug Iml).

6.1.1. Timokinonun A549 hiicrelerinde sitotoksik etki MTT bulgular:
Timokinonun A549 hiicrelerine 10-25-50-100 uM 24 saat boyunca uygulanmis.

Uygulama sonrasi kontrol grubuna gore 10uM yaklasik %12, 25uM yaklasik %19, 50uM

yaklasik %40, 100uM %50 oraninda hiicre canliliginda azalma gostermistir (Sekil 6.1).
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Sekil 6.1. Timokinonun A549 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisinin MTT testi ile
degerlendirilmesi. ((*) isareti kontrol grubuna gore anlaml farklilvklar: géstermektedir.

Anlamliltk degeri p < 0,05)

6.1.2. Nigella sativa soguk sikimin A549 hiicrelerinde sitotoksik etki MTT bulgulari

Nigella sativa soguk sikimin A549 hiicrelerine 50-100-200-400 pg /ml 24 saat
boyunca uygulanmis. Uygulama sonrasi kontrol grubuna gére 50 pg /ml de yaklasik %30,
100 pg /ml de %45-%50, 200 pg /ml de %55 ve 400 ug /ml de %80 oraninda hiicre

canliliginda azalma goriilmiistiir (Sekil 6.2).
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Sekil 6.2. Nigella sativa soguk stkimin A549 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisinin MTT testi ile
degerlendirilmesi. ((*) isareti kontrol grubuna gore anlamh farkiiklar: gostermektedir.

Anlamlilik degeri p < 0,05)

6.1.3. Nigella sativa siiper kritik sikim’in A549 hiicrelerinde sitotoksik etki MTT
bulgulari
Nigella sativa soguk sikimin A549 hiicrelerine 50-100-200-400 pg /ml 24 saat
boyunca uygulanmis. Uygulama sonrasi kontrol grubuna gére 50 pg /ml de yaklasik %20,
100 pg /ml de %35, 200 pug /ml de %45-%50 ve 400 pg /ml de %55 oraninda hiicre

canliliginda azalma goriilmiistiir (Sekil 6.3).
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Sekil 6.3. Nigella sativa stiper kritik stkuimin A549 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisinin MTT testi
ile degerlendirilmesi. ((*) isareti kontrol grubuna gore anlamh farkiiiklar

gostermektedir. Anlamlilik degeri p < 0,05)

6.1.4. Nigella damascena soguk sikim’in A549 hiicrelerinde sitotoksik etki MTT
bulgulari
Nigella damascena soguk sikimin A549 hiicrelerine 25,50,100,200 pg /ml 24 saat
boyunca uygulanmis. Uygulama sonras1 kontrol grubuna gore 25 pg /ml de yaklasik %8,
50 pg /ml de yaklasik %11, 100 ug /ml de yaklasik %40, 200 pg /ml de ise yaklasik %45

oraninda hiicre canliliginda azalma goriilmistiir (Sekil 6.4).
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Sekil 6.4. Nigella damascena soguk sitkimin A549 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisinin MTT testi
ile degerlendirilmesi. ((*) isareti kontrol grubuna gore anlamh farkiiiklar

gostermektedir. Anlamlilik degeri p < 0,05)

6.1.5. Nigella damascena siiper kritik sikimin A549 hiicrelerinde sitotoksik etki
MTT bulgular:

Nigella damascena siiper kritik sikimin A549 hiicrelerine 25,50,100,200 ug /ml 24

saat boyunca uygulanmis. Uygulama sonrasi kontrol grubuna gore 25 pg /ml de yaklasik

%8, 50 pg /ml de yaklasik %17, 100 pg /ml de yaklasik %38, 200 pug /ml de ise yaklasik

%50 oraninda hiicre canliliginda azalma goriilmiistiir (Sekil 6.5).
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Sekil 6.5. Nigella damascena siiper kritik sikim A549 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisinin MTT
testi ile degerlendirilmesi. ((*) isareti kontrol grubuna gore anlamli farkiiklar

gostermektedir. Anlamlilik degeri p < 0,05)

6.2. LDH Bulgulan

Yapilan LDH c¢alismalarinda sirasiyla timokinon, Nigella sativa soguk sikim,
Nigella sativa siiper kritik sikim, Nigella damascena soguk sikim, Nigella damascena
stiper kritik sikimin farkli konsantrasyonlar1 24 saat silireyle uygulanarak dis ortama
salinan Laktat dehidrojenaz enzim salinimi1 LDH testi ile aragtirilmistir ve grafikleri SPSS

One-Way Anova ile hesaplamigstir.

6.2.1. Timokinonun A549 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisi LDH bulgulari

Timokinon ile yapilan LDH c¢aligmasinda 10 pM timokinon i¢in LDH salinimi
kontrole gore yaklasik %22, 25 uM igin %25ve 50 uM i¢in %35 en yiiksek doz olan 100
uM igin ise %81 oraninda artis gézlenmistir (Sekil 6.6).
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Sekil 6.6. Timokinonun A549 hiicre hiicreleri tizerine sitotoksik etkisi LDH testi ile
degerlendirilmesi. ((*) isareti kontrol grubuna gore anlaml farkiiklar: gostermektedir.

Anlamilik degeri p < 0,05)

6.2.2. Nigella sativa soguk sikim’in A549 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisi LDH
bulgulari
Nigella sativa soguk sikim ile yapilan LDH ¢aligmasinda kontrol grubuna gore 50
ug /ml’de yaklasik %10, 100 pg /ml’de %17, 200 pg /ml’de %23, ve 400 pg /ml’de ise
yaklasik %35 oraninda artig gozlenmistir (Sekil 6.7).
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Sekil 6.7. Nigella sativa soguk sikim 4549 hiicre hiicreleri iizerine sitotoksik etkisi LDH testi ile
degerlendirilmesi. ((*) isareti kontrol grubuna gore anlaml farklilvklar: géstermektedir.

Anlamliltk degeri p < 0,05)

6.2.3. Nigella sativa siiper kritik sikim’in A549 hiicreleri iizerindeki sitotoksik
etkisi LDH bulgular:
Nigella sativa siiper kritik sikim ile yapilan LDH ¢alismasinda kontrol grubuna gore
50 pg /ml’de yaklasik %9, 100 pg /ml’de %22, 200 ug /ml’de %29, ve 400 pg /ml’de ise
yaklasik %36 oraninda artig gozlenmistir (Sekil 6.8.).
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Sekil 6.8. Nigella sativa siiper kritik sikim 4549 hiicre hiicreleri tizerine sitotoksik etkisi LDH testi
ile degerlendirilmesi. ((*) isareti kontrol grubuna gore anlamh farkiiiklar

gostermektedir. Anlamlilik degeri p < 0,05)

6.2.4. Nigella damascena soguk sikimin A549 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisi
LDH bulgular:
Nigella damascena soguk sikim ile yapilan LDH ¢alismasinda kontrol grubuna gore
25 pg /ml’de yaklasik %0,7, 50 ug /ml’de yaklasik %3, 100 pg /ml’de %8, 200 pg /ml’de
%1 1oraninda artig gézlenmistir (Sekil 6.9).
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Sekil 6.9. Nigella damascena soguk stkim A549 hiicre hiicreleri tizerine sitotoksik etkisi LDH testi
ile degerlendirilmesi. ((*) isareti kontrol grubuna gore anlaml farkliliklar:

gostermektedir. Anlamlilik degeri p < 0,05)
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6.2.5. Nigella damascena siiper kritik sitkimin A549 hiicreleri iizerindeki sitotoksik
etkisi LDH bulgular:
Nigella damascena soguk sikim ile yapilan LDH ¢alismasinda kontrol grubuna goére
25 ng /ml’de yaklasik %4, 50 pg /ml’de yaklasik %5, 100 pg /ml’de %8, 200 ng /ml’de
%11oraninda artig gozlenmistir (Sekil 6.10).
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Sekil 6.10. Nigella damascena siiper kritik stkim A549 hiicre hiicreleri iizerine sitotoksik etkisi
LDH testi ile degerlendirilmesi. ((*) isareti kontrol grubuna gore anlaml farklilikiar
gostermektedir. Anlamlilik degeri p < 0,05)

6.3. Kaspaz-3 Aktivasyonun Bulgulari

Timokinon 100 puM, Nigella sativa soguk sikim 200 pg /ml, Nigella sativa siiper
kritik 200 pg /ml, Nigella damascena 200 pg /ml, Nigella damascena siiper kritik 200 pg
/ml konsatrasyonlari 24 saat uygulama sonrasi A549 hiicrelerindeki meydana gelen
apoptatik aktivite PE Active Caspase 3 Apoptosis kiti ile akis sitometrisi kullanilarak
belirlenmistir. Akciger kanser hiicre hatt1 olan a549 hiicre hatt1 ile yapilan kaspaz-3
calismasinda kontrol grubunun kaspaz-3 aktivasyonu kontrol grubunda (%19,3),
timokinon (%30,2), Nigella sativa soguk sikim (%13,7), Nigella sativa siiper kritik
(%5,6), Nigella damascena soguk sikim (%11,9), Nigella damascena siiper kritik (%8,1)

olarak bulunmustur. Yapilan ¢alismadaki kaspaz-3 aktivitesi sonuglar1 verilmistir (Sekil
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6.11.). Calisma iki kez tekrar edilmis ve Kaspaz aktvitesi sonuglart SPSS ile analiz
edilerek ortalamalar1 alinmig ve maddeler arasindaki farklar grafik olarak gosterilmistir
(Sekil 6.12.). Kontrol gurunu i¢in kaspaz-3 aktivitesi yaklasik %15, timokinon igin %28,
N.sativa SK ic¢in %8,75, N.sativa SFE i¢in %5, N.damascena SK icin %7,9 ve
N.damascena SFE ig¢in ise %8,1 olarak bulunmustur.
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Sekil 6.11. Kaspaz-3 aktivitesi

A) Kontrol, B) Timokinon (100uM) Kaspaz-3 aktivitesi, C) Nigella sativa soguk stkim
(200 ug /ml) Kaspaz-3 aktivitesi, D) Nigella sativa siiper kritik sikam (200 ug /ml)
Kaspaz-3 aktivitesi, E) Nigella damascena soguk stkim (200 ug /ml) Kaspaz-3 aktivitesi,
F) Nigella damascena siiper kritik sikim (200 ug /Iml) Kaspaz-3 aktivitesi.
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Sekil 6.12. Tekrarlanmis Kaspaz-3 aktivite SPSS analiz sonuglari

(Kontrol, Timokinon, N.S soguk (Nigella sativa soguk), N.S SFE (Nigella sativa siiper
kritik), N.D soguk (Nigella damascena soguk), N.D SFE (Nigella damascena siiper kritik)

(*) isareti kontrol grubuna gore anlamh farkiiklar: gostermektedir. Anlamhilik degeri p
< 0,05

41



7. TARTISMA

Kanser giinlimiizde insan sagligini tehdit eden en 6nemli hastaliklardan biri olup
kanser insidans1 diinya ¢apinda hizla artmakta ve kanserin ¢ogu geg¢ bir agsamada tespit
edilmektedir. Geg evrede teshis, kanser hastalarinin hayatta kalma sansin1 6nemli 6l¢iide
azaltmaktadir. Mevcut antikanser ilaglari ilag direncine ve olumsuz yan etkilere neden
oldugu bilinmektedir. Dogal iiriinler veya antikanser ilaglarla birlikte dogal {iriinlerin
kullanimi1 daha ytiiksek etkinlik ve daha az yan etki gosterir. Antioksidan aktiviteye sahip
dogal friinlerin kullanimi, kanser gibi hastaliklarla miicadele i¢in Onemli rol
oynamaktadir. Dogal {irlinlerin antioksidan aktivitesi, serbest radikal stipiiriicii 6zelligi

sayesinde hastaliklarin patogenezini engeller [122].

Corek otu basta Orta Dogu ile Uzak Dogu’da ¢esitli hastaliklarin tedavisinde ve
giindelik kullanimda baharat ve tatlandirici olarak kullanilan dogal bir tiriindiir. Nigella
sativa tohum yaginin aktif bileseni olan timokinon ise giinlimiizde birgok in vivo ve in

vitro galismalarda gesitli hastaliklara kars1 etkinligi kanitlanmistir [122].

Corek otu yag: giiniimiizde Amerikan Gida ve Ilag Dairesi tarafindan tarafindan
genellikle gilivenli olarak kabul edilir ve hem gida hem de dogal ilag olarak
pazarlanmaktadir. Genellikle soguk pres ile elde edilir ve anti-oksidan, anti-tiimor ve anti-

inflamatuar 6zellikleri gesitli galismalar ile gosterilmistir [123].

Akciger kanseri, kanser nedenli ile 6liimlerin goriildiigli en sik kanser tiirii olarak
bilinmektedir (30). Akciger kanseri genetik ve epigenetik bircok asamadan olusan,
sonunda normal akciger epitelinin kontrolsiiz cogalmasi ile sonuglanan bir kanser tipidir

Akciger kanseri kii¢iik hiicreli olmayan akciger karsinomlari, veya kiigtik hiicreli
akciger karsinomlar1 olarak siniflandirilir. Akciger kanserlerinin yaklasik %85' kii¢iik
hiicreli olmayan olarak smiflandirilir ve bunlar arasinda hastalarin yaklagik %30'u ileri
evrede tammlanir. Ozellikle kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserleri, kotii bir prognoz
olusturan agresif bir metastatik fenotip sergiler. Kiiciik hiicreli olmayan akciger karsinom
tipi olan A549 hiicre hatt1 58 yasindaki bir erkek hastadan koken almaktadir ve tip 1l
alveolar akciger hiicrelerinin biyokimyasal ve morfolojik o6zelliklerini gosterirler,
giiniimiizde siklikla temel akciger kanseri ve ila¢g kesfi arastirmalarinda siklikla
kullanilmaktadir [99]. Bu tez caligmasinda temel akciger kanseri ¢aligmalarinda yaygin
kullanim1 ve gosterdigi morfolojik ve biyokimyasal 6zelliklerinde dolay1r A549 hiicre

hatt1 secilmistir.
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Ulkemizde yetisen Nigella sativa L. ve Nigella damascena tiirlerinden elde edilen
corek otu yaglari halk arasinda akciger kanserine kars1 kullanilmaktadir. Satisa sunulan
corek otu yaglarmin etkinligi elde edilme yontemine gore degismektedir. Tez
calismasinda farkli sikim yontemleri ile elde edilmis olan ¢orek otu yaglarinin A549
hiicreleri iizerindeki etkinligi, ¢orek otu yaginin etken maddesi olan timokinon ile
karsilastirilarak analiz edilmeye ¢alisiimistir.

Timokinon, Nigella sativa soguk sikim, Nigella sativa SFE, Nigella damascena
soguk sikim ve Nigella damascena SFE ile A549 hiicreleri tizerinde hiicre canliligi ve
kaspaz-3 aktivitesi ¢aligmalarinda; timokinon i¢in MTT hiicre canliligi deneyinde en
diisiik doz olan 10pM’dan itibaren tiim dozlarda anlamli bir sekilde hiicre canliligin
azalttig1 belirlenmis ve doza bagl olarak hiicre canliliginda azalmanin oldugu tespit
edilmistir. Yang ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alisma (2015) ile Acharya BR ve
arkadaslarinin (2013) yaptig1 ¢aligma ve Bayrak¢i (2016) tarafindan yapilan calisma
timokinonun A549 hiicreleri {izerinde gostermis oldugu sitotoksik etki bizim
sonuglarimizla benzerdir [100, 124, 125].

LDH testi sonuglarina gore timokinonun en diisiik dozdan itibaren LDH salinimi
kontrole gore anlamli bir sekilde artmaya baslamis en yiiksek dozda LDH salinimi %81
oraninda artig gostermistir.

Yaptigimiz ¢alismada Nigella sativa tohumunun yaglarimi farkli yontemlerle elde
edilerek, icerigindeki etken madde olan timokinon miktar1 Ultra Performans Birlesim
Kromatografisi ile 6lglildiigiinde Nigella sativa soguk sikimda 1,99 mg /100mg, Nigella
sativa siiper kritik sikimda ise 4,45 mg /100mg olarak belirlenmistir. SFE yontemi ile
elde edilen Nigella Sativa tohum yagindaki timokinon oraninin soguk sikima gore
yaklasik %140 oraninda daha fazla oldugu belirlenmistir. Corek otu ile yapilan bir bagka
calismada kullanilan ekstre elde etme yontemine bagli olarak elde edilen yagin

PR

icerigindeki timokinon miktarinin degistigi rapor edilmistir [126].

Nigella sativa’dan soguk sikim ile elde edilen yagm kullanildigt MTT
calismamizda en diisiik doz olan 50pug/ml’den itibaren tiim dozlarda kontrole gore hiicre
sayisinda anlamli bir bigimde azalma goriilmiistiir. 200pg/ml de hiicre canlilig1 yaklagik
yar1 yartya azalmig, 400png/ml den itibaren hiicre canliliginda %80 oraninda diisiis

meydana geldigi saptanmistir. Nigella sativa siiper kritik ile elde edilen yag ile yapilan
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caligsmada ise yine tiim dozlarda kontrole gore anlamli bir sekilde hiicre canlilig1 diisiisii
gozlenmekle beraber Nigella sativa soguk sikimin, siiper kritik sikima gore tiim dozlarda
daha etkili oldugu MTT sonuglarinda gézlenmistir. Al-Sheddi ve arkadaslarinin yaptigi
[127] bir baska ¢alismada, Nigella sativa tohum yaginin doza bagl hiicre canliliginda
azalmaya neden oldugu bildirilmistir ve bu sonucun Nigella sativa tohum yagmin anti-
kanser Ozelligini destekler nitelikte oldugu diistiniilmektedir [127]. Nigella sativa
yaglarinin LDH sonuglar1 karsilastirildiginda yaglarin dozlari arasi sonuglar birbirine
yakin olarak gézlenmis olup aralarinda ciddi farklarin olmadig diistiniilmektedir. Her iki
yaginda 100pg/ml’den itibaren kontrole gore LDH saliniminda anlamli bir artig goriilmiis
ve doza bagli olarak artis gergeklesmistir. Yaptigimiz MTT ile LDH testlerinin birbirini
destekler nitelikte oldugu goriilmektedir.

Literatiirde Nigella damascene ile yapilmis in-vivo veya in-vitro ¢alisma ¢ok sinirli
olmakla beraber A549 hiicre hatt1 iizerindeki etkileri daha 6nce ¢alisiimamistir Nigella
damascena tohumlarindan soguk sikim yontemi ile elde edilen yag ile yapilan MTT
calismasinda 25pug/ml’de kontrole gore hiicre canliliginda anlamli bir sonug goriilmezken
50pg/ml’den itibaren hiicre canlihiginda anlamli bir sekilde diisiis gozlenmistir.
200pg/ml’de hiicre canliligi yaklasik yari yariya azalmistir. Nigella damascena siiper
kritik ile yapilan MTT ¢alismasinda ise benzer sonuglar elde edilmistir. 25pug/ml’de hiicre
canliliginda anlamli bir azalma olmazken 50pg/ml’den itibaren diisiis anlamli bir sekilde
doza bagli olarak artmistir ve 200pug/ml’de yine hiicre canliligi yaklasik yar1 yariya
azalmistir. Nigella damascena tohum yaglari ile yapilan LDH 6l¢iimiinde soguk sikimda
25 pg/ml ve 50 pg/ml dozlarda LDH saliniminda anlami bir sekilde artis goriilmemis,
100 pg/ml ve 200 pg/ml dozlarda ise kontrol grubuna gore anlamli bir artis gézlemistir.
Nigella damascena siiper kritik ile yapilan LDH o6l¢iimiinde 25 pg/ml’den itibaren
kontrole gore anlamli bir LDH saliniminda artis gozlenmistir. Nigella damascena’nin
Nigella sativa gibi anti-kanser aktive gosterdigi diistiniilmektedir. Nigella damascena
yaglarinin hiicreler tizerindeki morfolojik ve biyokimyasal aktivitelerinin Nigella sativa
ile benzer nitelikte oldugu ancak Nigella sativa tiiriiniin hiicre canlilif1 iizerindeki
etkisinin MTT ve LDH testleri goz oniine alindiginda daha etkin oldugu diisiiniilmektedir.

Bu tez calismasi kapsaminda N. sativa ve N. damascena soguk sikim ve SFE
yoluyla elde edilen yaglar ve anti-kanser Ozellikteki timokinonun A549 hiicre hatti
tizerine apoptotik etkileri apoptoz belirteglerinden biri olan kaspaz-3’iin aktif formunun

miktarindaki degisikliklerin akis sitometrisinde Olcililmesiyle belirlenmistir. Elde edilen
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bulgulara gore, timokinonla muamele edilen hiicre grubunda aktif kaspaz-3 miktari
kontrol grubuna gore %12,95 oraninda anlamli olarak artmustir. Literatiirde timokinonun
serviks [128], meme, ovaryum [23] ve noroblastoma [95] gibi ¢esitli kanser hiicre
hatlarinda apoptozu indiikledigi bilinmektedir. Ayni sekilde akciger adeno
karsimonlarinda timokinonun apoptozu indiikleyerek tiimor olusumunu engelledigi
belirtilmistir [99]. Bu tez ¢alismasindan elde edilen timokinonun kaspaz bagimli bir
sekilde A549 hiicre hattinda apoptozu indiikledigi sonucu literatiirdeki ¢alismalarla

uyumludur.

Ab549 hiicre hattina uygulanan N. sativa ve N. damascena’'dan soguk sikim ve SFE
yoluyla elde edilen ugucu yaglarin aktif kaspaz-3 oranlar1 kontrol grubuna ve timokinona
gore diisiis gostermistir. Istatistiksel analizlere gére, kontrol grubuyla karsilastirma
yapildiginda, sadece N. sativa’dan SFE yontemiyle elde edilen ugucu yag sonuglarinda
anlamlilik  gozlenirken; timokinon sonuglariyla karsilastirmada N. sativa ve N.
damascena’nin hem soguk sikim hem de SFE yoluyla elde edilmis yag sonuglarinin
ikisinde de anlaml bir diisiis gézlenmistir. Bu sonuglar Nigella sp. yaglarinin igeriginde
bulunan diger bilesenlerin A549 hiicre hattinda kaspaz-bagimsiz bir 6liim yolagini
tetikledigini diistindiirmektedir [129] kolon kanseri hiicre hatlarinda yaptigi bir calismada
timokinonun diisiikk dozlarmin kaspaz-bagimli olarak apoptozu indiikledigini ancak
yiiksek dozlarda kaspaz-3 seviyesinde bir degisim olmadan otofajik Sliimiin arttigini
gozlemlemis ve otofajik Oliimiin apoptozun indiiklenmesinin ardindan gerceklestigini
belirtmistir. Yine ayni sekilde bobrek kanseri ilizerinde yapilan bir c¢alismada,
timokinonun otofajiyi arttirarak anti-timor etki gosterdigi belirtilmistir  [130].
Literatiirdeki bu bilgiler 1518inda, tez ¢alismasindan elde ettigimiz bulgular N. sativa ve
N. damascena’dan elde edilen yaglarin A549 hiicre hattinda otofajik hiicre Sliimiiniin
indiiklendigini diisiindiirmektedir. Bu bilgiyi dogrulamak i¢in ileri ¢aligmalar yapilmasi

gerekmektedir.

8. SONUC VE ONERILER

Tez kapsaminda yapilan ¢aligmalarda timokinonun 10-25-50-100uM, Nigella
Sativa soguk sikim ve siiper kritik ekstaraksiyon (SFE) ile elde edilen yaglarin 50-100-
200-400 pg/ml, Nigella damascena soguk sikim ve SFE ile elde edilen yaglarin 25-50-

100-200 pg/ml konsantrasyonlari ile A549 hiicreleri iizerinde sitotoksisite kapsaminda
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MTT ile hiicre canlilig testi ile LDH ile Laktat dehidrojenaz enzim salinimi 6lgiilmiis ve

kaspaz-3 aktivitesi akis sitometrisi ile belirlenmistir.

Yapilan ¢alismalarda timokinonun Ab549 akciger kanser hiicreleri {izerindeki
etkisinin kaspaz-3 sinyal yolag: ile belirgin bir bigimde ilgili oldugu, en diisilk dozdan
itibaren yapilan MTT g¢alismasi ile AS549 hiicrelerinin {izerindeki hiicre canliliginin
azaldigi, LDH salimiminin en diisiik dozdan itibaren kontrole gére anlamli bir sekilde
arttig1 goéz ontine alindiginda, timokinonun akciger kanserine karsi etkin bir etken madde

oldugu diistiniilmektedir.

Nigella sativa soguk sikim ve Nigella sativa siiper kritik ekstraksiyon yontemi ile
elde edilen yaglarin A549 hiicreleri iizerindeki etkisi yapilan sitotoksisite ¢alismalar ile
belirlenmis ve her iki yaginda etkilerinin benzer nitelikte oldugu, Nigella sativa SK
yaginin hiicre canliligina etkisi bakimindan Nigella sativa SFE’ye gore daha etkin oldugu

belirlenmistir.

Nigella damascena soguk sikim ve siiper kritik ekstraksiyon yontemi ile elde edilen
yaglar hakkinda literatlir tarandiginda daha 6nce A549 hiicreleri ile c¢alisiimadigi
goriilmustiir. Nigella damascena tohumlari ile yapilan sitotosisite ¢aligmalarinda hiicre
canliligt MTT testi ile ¢aligmis Nigella damascena soguk sikim igin LDH testi ile yapilan
calismada MTT sonuglarini destekler nitelikte oldugu ve Nigella damascena tohumundan
elde edilen yaglarin anti-kanser o6zellikleri i¢in yeni arastirilmalar yapilmasi gerektigi
diistiniilmektedir. Bu tez ¢alisma kapsaminda etken madde olan timokinon ile Nigella
sativa ve Nigella damascena bitki tohumlarmin soguk sikim ve SFE yontemi ile elde
edilen yaglarin karsilastirmali olarak A549 hiicreleri tizerine etkileri in vitro deneylerle
ispat edilerek literatiire sunulmustur. Elde edilen sonuglarin in vitro ve in vivo deneylerle

desteklenmesi Onerilmektedir.
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