ONSOz

Projemiz kapsaminda saglkli meme epitel hucre hatti Uzerine Timokinon
molekulinun sitotoksik etkileri doz bagimli ve zaman bagiml olarak MTT ve Akis
sitometrisi yontemleriyle incelendi. Projemiz, Namik Kemal Universitemizin Bilimsel

Arastirma Proje (BAP) birimi tarafindan desteklendi.



iICINDEKILER

O Z e e e

Gerec ve yontem

= 1| 1] T

JLIE= T EST 1 F= Y210 11 [ 15

16 1Y/ = 1=



Saglikli Meme Epitel Hiicre Hatti Uzerine Timokinon’un Sitotoksik Etkilerinin

incelenmesi.

OZET

Timokinon, Ranunculacea ailesinden olan Nigella sativa tirunin ugucu yagindan
elde edilen en biyoaktif Grinddr. Timokinon tedavisi uygulanan meme karsinoma
hicrelerinde Bcl-2 protein ekspresyon dizeyinde azalma, Bax protein ekspresyon
dizeyinde artma ayrica peroxisomeproliferator-activatedreceptor y aktivitesinde
artma saglamasiyla meme kanser hucrelerini apoptozu tetikler. Timokinon ile tedavi
edilen doksorubisin direngli meme kanser hucre hattinda (MCF-7/DOX) p21 ve p53
protein seviyelerinin artirir ve hicreyi G2/M safhasinda durdurmaktadir. Timokinon;
p53 bagiml ve bagimsiz yolaklari kullanarak ve kaspaz 7,8, 9'u aktive ederek dnemli
anti-kanser mekanizmalari vardir.

Timokinon’un saglikli hucreler (fare primerkeratinositleri, fare saglikh bobrek
hicreleri, malign olmayan fibroblastlar ve saglikli insan akciger fibroblastlari) Gzerine
minimal sitotoksik etkileri bulunmaktadir. Timokinon, saglikli dokular Uzerinde
superoksit radikallerini ve lipid peroksidasyon drunlerini inhibe ederek guclu
antioksidan ozelligi gostermektedir.

Planlanan galisma kapsaminda, Timokinon’un isim ve koduyla piyasadan hazir
bulunan saglikli meme epitel hicre hatti Gzerine doz bagimh ve zaman bagimli
etkilerinin MTT ve Akis sitometri cihaz analizleri ile incelendi. Calismamiz
sonucunda, 25 uM ve 50 uM Timokinon molekil konsantrasyonundal2., 24., 48., 72.
saatler ve 7. gun etkileri saglikli meme epitel hiicre hatti tzerinde MTT ve Akig
sitometrileriyle incelendiginde sitotoksik etkilerinin olmadigi gortldu. Ayrica, 75 pM ve
100 uM Timokinon konsantrasyonun sirasiyla 24.ve 12. saatten itibaren sitotoksik
etkisi baglamaktadir.

Sonug olarak, proje kapsaminda arastirilan in vitro saglik meme epitel hucrelerine
7. gune kadar sitotoksik etkisinin olmadigi maksimun dozun 50 uM oldugu MTT ve

Akis sitometrisi ile elde edilen verilerin istatistiksel analizi ile hesaplanarak bulundu.



GiRI$

Timokinon, Ranunculacea ailesinden olan Nigella sativa turinidn ugucu yagindan
elde edilen en biyoaktif tGrindir. Kimyasal yapisi 2-Isopropyl-5-methylbenzo-1,4-
quinone, molekulerkitlesi 164.20 g mol™', CAS Number 490-91-5, kimyasal formuli
C10H1205"

Timokinon, endotel hicrelerdeki ekstraseliler dizenleyici kinazlari ve Aktsinyal
yolaklarini inhibe ederek tumor anjiyogenezini inhibe eder?.

Yapilan son c¢alismalarda, Timokinon tedavisi uygulanan meme karsinoma
hicrelerinde Bcl-2 protein ekspresyon dizeyinde azalma, Bax protein ekspresyon
duzeyinde artma®* ayrica peroxisome proliferator-activated receptor y aktivitesinde
artma® saglamasiyla meme kanser hiicrelerinde apoptozu tetikler.

Timokinon ile tedavi edilen doksorubisin direng¢li meme kanser hicre hattinda (MCF-
7/DOX) p21 ve pS53 protein seviyelerinin artirir ve huacreyi G2/M safhasinda
durdurmaktadir. Timokinon; p53 bagimh ve bagimsiz yolaklari kullanarak ve kaspaz
7, 8, 9'u aktive eder*>® Timokinon’un p53 bagimli ve bagimsiz yolaklar tizerinden
cesitli kanser hicre hatlarinda (HCT116 colorectal carcinoma cells, p53-null HCT116
colorectal carcinoma cells, p53-null HL-60 myeloblastic leukemia cells) apoptozu
tetiklemektedir. Yapilan ¢alismalar sonucunda, Timokinon’un hicre hatlari Gzerinde

onemli anti-kanser mekanizmalarinin bulundugu gériilmektedir®”.

Timokinon’un saglikli hucreler (fare primerkeratinositleri, fare saglikli bobrek
hicreleri, malign olmayan fibroblastlar ve saglikli insan akciger fibroblastlari) Uzerine
minimal sitotoksik etkileri bulunmaktadir #%*°. Timokinon, saglikli dokular lizerinde
superoksit radikallerini ve lipidperoksidasyon drtnlerini inhibe ederek guclu

antioksidan 6zelligi gdstermektedir *-*?

Calismamizda, Timokinon molekulindn saghkli meme epitel hiicreleri Gzerindeki
sitotoksik etkilerini doz bagimh ve zaman bagimli olarak incelendi. Yapilan literature
arastirmasinda, Timokinon’'un yuksek, orta, diusik dozlarinin saglikli meme epitel
hiicresi Uzerine kisa, orta ve uzun donem etkileri ile ilgili incelemeyi amaclayan
kapsamli bir ¢calisma olmasi sebebiyle elde edilen bilgilerin literatirde énemli bir

boslugu doldurdugu duasunulmektedir.



GEREC ve YONTEM
Hicre kultara

Saglik meme epitel hicrelerin bir kismi hacre kaltur flasklarinda, DMEM/F12, 20
ng/ml Human epidermalgrowthfactor, 0.01 mg/ml bovineinsulin + 500 ng/ml
hydrocortisone (95%) + 5% fetal buzagi serumu, , %1 penisilin/streptomisin ile
beslendi. 37°C'de ve nemli ortamda, karbondioksitli inkiibatérde (hava icinde %5
COy), tutulan huicrelerin medyumlar haftada 2 defa degistirildi. Hicreler konfluent
oldugunda, tripsin-EDTA solusyonu kullanilarak flasklardan ayirip, plaklara ekilerek
MTT ve Akis sitometri analizlerinde kullanildi.

MTT Analizi [3-(4,5-dimethyl-2-thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H tetrazoliumbromide]

Uygulanan kimyasal ajanin/ilacin farkli konsantrasyonlarda hucreler Uzerinde
sitotoksik etkilerinin (htGcre canlihdinin ve proliferasyonun) sayisal verilerle
degerlendiriimesinde ve ICsy (%50 inhibitér konsantrasyonu) hesaplanmasinda
kullanilan kolorimetrik bir yontemdir. Sari renkli bir tetrozolyum tuzu olan MTT, canli
hicrelerin mitokondriyal enzimlerine baglanarak suda ¢dzinmeyen mor renkili
kristaller olusur. Bu kristaller organik ¢ézuculer (DMSO, izopropanol gibi) eklenerek
¢ozulur. Canli hacreler ve proliferasyonun ¢ok oldugu hucreler mor renkte
boyanirken, sitotoksik kimyasal ajanin/ilacin etkisiyle canliigi azalan veya O0lu
hdcreler agik mor renkte veya pembe renkte boyanirlar. Olusan renk, ELISA cihazi

ile 595 nm dalga boyunda dlgulmesiyle sayisal veriler elde edilir.

Hucreler her kuyuya 1.5 x 10* olacak sekilde 200 pl hiicre kiiltir medyumu iginde 96
kuyulu petri kaplarina ekildi. Ertesi gin medyum icgerisinde 25 pM, 50uM, 75 uM
100uM timokinon bulunan medyum ile degistirildi ve hucreler 37°C’de 12, 24, 48, 72
saat ve 7 gun inkuibasyona tabi tutuldu. Timokinon konsantrasyonu ile ayni miktarda
DMSO igceren medyumun uygulandigi ve ayni surelerde inkibe edilen hucreler
karsilastirma icin kontrol grubu olarak kullanildi. Bu surelerin her birinin bitiminde, her
bir kuyucuga 20 yl MTT boyasi (5 mg/ml) eklenerek hucreler 37°C’de 3.5 saat daha
inkUbe edildi. Daha sonra, canli hiucreler tarafindan olusturulan formazan tuzlarinin
cozilmesi icin MTT iceren medyum cekildi ve her bir kuyuya 200 ul DMSO eklenerek
oda 1sisinda 15 dakika bekletildi. Hicrelerdeki renk degisimi, 595 nm dalga boyunda
ELISA cihazi belirlendi. Her bir konsantrasyon deney igerisinde u¢ farkli kuyuda



tekrarlandi ve bilesen ile muamele edilmeyen kontrol hicre canhhidr %100 olarak

kabul edildi. Hucre canlilik ve sitotoksisite oranlari asagidaki formduller ile hesaplandi.
A

X100

Hucre Proliferasyon Ylizdesi =
B

A
Sitotoksisite Yuzdesi =1- —— X 100

B
A: Test orneklerine ait kuyucuklardaki optik degerlerin ortalamasi
B: Pozitif kontrol grubuna (timokinon uygulanmayan) ait degerlerin optik degerlerin
ortalamasi
Akis Sitometri Analizi
Saglikli hucrelerde hicre membraninin sitoplazmik ytziinde membran lipidlerinden
fosfatidilserin (PS) bulunmaktadir. Hucrede apoptoz basladiginda normalde i¢
yluzeyde yerlesmis olan PS molekulleri hiicre membraninin ekstraselller yiizeyine
dogru yer degistirir. PS molekullerinin yer degistirmesi hiicre membran butlinlGginin
henuz bozulmadigl apoptozisin erken doneminde meydana gelir. Anneksin-V, hiicre
membranin ekstraseluler ylzeyine transloke olan fosfatidilserine baglanabilen bir
protein oldugu igin, floresan bir madde (6rn. FITC) ile isaretlenerek apoptotik hicre
gorandr hale getirilebilir.  FITC-Anneksin-V  komplesinin  hiicre ylzeyindeki
fosfatidilserine baglanma orani flowsitometri ile dlgilebilmektedir. Nekrotik hlcrelerin
yuzeylerinde de Anneksin-V baglanmasi gorulebildigi i¢in ikinci boya olarak
propidyumiyodur eklenmektedir. Hem Annexin V-FITC (greenfluorescence) ve non-
vital boya olan propidiumiodide (redfluorescence) ile boyanan hiicreler ge¢ apoptotik
veya nekrotik hicreler (FITC+PI+), canli hucreler (FITC-PI-), erken apoptotik hticreler
(FITC+PI-) birbirinden ayirt edilmesinde akig sitometri yontemi kullaniimistir.
Timokinon; 37°C sicaklikta cesitli zaman periyodlarinda (12, 24, 48, 72 saatler ve 7.
guin) ve ¢esitli konsantrasyonlarda (25uM, 50uM, 75uM, 100uM) verilerek, zamana
badli ve doza bagdli olarak MCF 10A hcreler Gzerine apoptotik etkileri akis sitometrisi

ile incelenmisgtir.

Analiz edilecek hucreler %0.25 Tripsin-EDTA (Gibco-25200-056) solusyonu ile
kultar kabindan kaldiriimis, santrifuj tUplerine aktarilarak santriflj edilmistir. Santrifu;



sonras! sulandirilan hdcreler hemostometre kullanilarak sayilmis ve analiz igin 1 x
10° hiicre kullaniimistir. Hiicre peleti soguk PBS ile iki kez yikandiktan sonra kit
icerisinde bulunan BindingBuffer (1X) dan 200 pl eklenerek hicreler siispansiyon
haline getirilmistir. Bu hicre suspansiyonunun 195 pl'sine 5 yl Annexin V FITC
(BMS500FI/100CE) eklenmis ve 10 dk oda sicakhginda, karanlik ortamda inkube
edilmigtir. Hucreler 200ul BindingBuffer (1X) ile yikanmis ve 190 pl BindingBuffer
(1X) ile tekrar sUspansiyon haline getiriimigtir. Bu sUspansiyona 10
Propidiumlodide (20ug/ml) ve 100 upg/ml RNaseA eklenmis ve 10 dk oda
sicakhginda, karanlik ortamda inkube edilmistir. Hucreler soguk DPBS (Sigma-
D5652) ile yikandiktan sonra her tupe 500 uyl DPBS (Sigma- D5652) eklenerek BD
FACS CaliburFlowCytometer cihazinda analizi yapilmistir.

Analiz sonucu asadidaki sekilde dedgerlendirilmistir:

e Nekrotik Hucreler: PI pozitif, Annexin V negatif

e Canli Hucreler: Pl negatif, Annexin V negatif

e Gec Apoptotik Hicreler: PI pozitif Annexin V pozitif

e Erken Apoptotik Hucreler: Pl negatif Annexin V pozitif
istatistiksel Analiz
MTT ve Akis sitometrisinden elde edilen verilerin sonuglarinin istatistiksel analizleri
icin tek yonli ANOVA testi kullanilacaktir. Elde edilen verilen istatistiksel analizinde p

< 0.05 degerleri anlaml olarak kabul edildi.



BULGULAR

SAGLIKLI MEME EPITEL HUCRE ANALIZLERI

Timokinon molekulinin saglikli meme epitel hucreleri Uzerindeki etkisi zaman
bagdimli ve doz bagimli etkisi MTT yontemi ve Akis sitometri yontemi ile incelendi.
Canhlik analizleri MTT yontemi ile incelenerek elde edilen veriler Sekil 1-4 ile
gOsterildi.

Akis sitometri ile canlilik analizi, nekrotik hiicre analizi, ge¢c apoptotic hicreanalizi,

erken apoptotic hiicre analizleri kantitaf veriler kullanilarak tablolar halinde ifade
edildi.

MCF10A- 25 uM Timokinon

uygulamasi

140
120 -
100

% canhhk

m Timokinon

B DMSO

12 saat 24 saat 48saat 72 saat 7 gin
MTT Analizi

Sekil 1. 25 uM Timokinon verilerek 12., 24., 48., 72. Saatler ve 7. Guin MCF10A

hicrelerinin canhilik oranlar kontrol grubu ile istatistiksel olarak karsilastiriidiginda
sitotoksik etkisi bulunmamaktadir.



MCF10A-50 uM Timokinon

uygulamasi
120
100

80 - —
60 -
m Timokinon
40 -
W DMSO
20 -
0 A

12 saat 24 saat 48 saat 72 saat 7 gln
MTT Analizi

% canhhk

Sekil 2. 50 pM Timokinon verilerek 12., 24., 48., 72. Saatler ve 7. Gun MCF10A

hdcrelerinin canlilik oranlari kontrol gruplar ile istatistiksel olarak kargilastirildiginda
sitotoksik etkisi bulunmamaktadir.

MCF10A-75 uM Timokinon

uygulamasi

120
100
80

60
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20

% canhhk

m Timokinon

mDMSO

12 saat 24 saat 48 saat 72 saat 7 gun
MTT Analizi

Sekil 3. 75 uM Timokinon verilerek 12. saat etkisi incelenen MCF10A hiicrelerinin
canlilik oranlari kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak sitotoksik etkisi
bulunmamaktadir. 75 uM Timokinon dozunda 24., 48., 72. saatler ve 7. gun etkileri
incelenen saglkhh meme epitel hucrelerinin canliik oranlari kontrol grubu ile

kargilastirildiginda  istatistiksel olarak anlamli  dlzeyde sitotoksik etkileri
bulunmaktadir.

(a, p<0.05) (b, p<0.005) (c, p<0.001)



MCF 10A- 100 uM Timokinon

uygulamasi

120
100

80
60 -
40 -
20

m Timokinon

% canhhk

mDMSO

12 saat 24 saat 48 saat 72 saat 7 gun
MTT Analizi

Sekil 4. 100 pM Timokinon dozunda 12., 24., 48., 72. saatler ve 7. gun etkileri
incelenen saglikh meme epitel hdcrelerinin canliik oranlari kontrol grubu ile
kargilastirildiginda  istatistiksel olarak anlamli  dizeyde sitotoksik etkileri

bulunmaktadir.

- (a, p<0.01)(b, p<0.0001)(c, p<0.00001)

Sekil 5. Artan dozlarda (25uM, 50uM, 75uM, 100uM) 12 saat sire ile timokinon
uygulamasinin MCF 10A hicrelerinin proliferasyonu ve morfolojisi Uzerine etkisi.
Tedavi gérmeyen ve timokinonun ¢dzucusu olarak kullanilan DMSO’nun uygulandigi

hicreler kontrol olarak degerlendirilmistir.
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Sekil 6. Artan dozlarda (25uM, 50uM, 75uM, 100uM) 24 saat sire ile timokinon
uygulamasinin MCF 10A hicrelerinin proliferasyonu ve morfolojisi Uzerine etkisi.
Tedavi gérmeyen ve timokinonun ¢dzlclsu olarak kullanilan DMSO’nun uygulandigi

hicreler kontrol olarak degerlendirilmistir.

Sekil 7. Artan dozlarda (25uM, 50uM, 75uM, 100uM) 48 saat slre ile timokinon
uygulamasinin MCF 10A hicrelerinin proliferasyonu ve morfolojisi Uzerine etkisi.
Tedavi gérmeyen ve timokinonun ¢dzucusu olarak kullanilan DMSO’nun uygulandigi

hicreler kontrol olarak degerlendirilmistir.
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Sekil 8. Artan dozlarda (25uM, 50uM, 75uM, 100uM) 72 saat sire ile timokinon
uygulamasinin MCF 10A hucrelerinin proliferasyonu ve morfolojisi Uzerine etkisi.
Tedavi gérmeyen ve timokinonun ¢dzucusu olarak kullanilan DMSO’nun uygulandigi

hucreler kontrol olarak degerlendirilmistir.

Sekil 9. Artan dozlarda (25uM, 50uM, 75uM, 100uM) 7 gin sire ile timokinon
uygulamasinin MCF 10A hcrelerinin proliferasyonu ve morfolojisi Uzerine etkisi.
Tedavi gérmeyen ve timokinonun ¢dzucusu olarak kullanilan DMSO’nun uygulandigi

hucreler kontrol olarak degerlendirilmistir.
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MCF10ACanl hucre oranlari (Akis analizi)
(Ortalama + Standart Sapma)

Grup 12 saat 24 saat 48 saat 72 saat 7 gun

Kontrol | 94,21+0,50  91,43+1,49  92,26+1,58 96,41+2,74 98,00+0,47
25uM [ 93,55+1,40  88,73+2,48  94,22+1,84 95,01+0,79 98,29+0,52
50 uM | 85,14+3,49  91,82+4,54  90,90+1,40 93,82+0,44 95,15+0,58
75 UM | 77,48+11,11* 4559+1,80° 62,11+1,11° 30,58+6,62" 26,93+4,69"
100 pM | 51,26+4,43°  36,05+12,51° 22,01+0,28° 7,62+7,93° 1,35+0,40°

Tablo 1. 25, 50, 75, 100 uM Timokinon verilen gruplar olup 12, 24, 48, 72 saat ve 7.
glin zaman noktalarindaki akis sitometri ile canhllik analizlerinden elde edilen
kantitatif veriler istatistiksel olarak degerlendirildi.

a, p<0,0005; b, p<0,0001

istatistiksel degerlendirmeler ayni saat dilimindeki kontrol grubu ile karsilastirilarak

yapildi.

MCF10ANekrotik hiicre oranlan (Akis analizi)
(Ortalama + Standart Sapma)

Grup 12 saat 24 saat 48 saat 72 saat 7 gun

Kontrol | 4,22+0,14 8,01+1,23 5,94+2,02 2,58+3,30 1,66+0,27
25 UM | 5,71+1,27 10,78+2,44 4,92+1,58 4,51+0,73 1,37+0,39
50 uM | 13,41+3,48 7,43+4,76 7,83+1,33 4,99+0,41 2,52+0,84
75 uM | 16,09+9,04 38,3345,44° 6,49+1,47 3,48+2,28 5,02+2,80
100 uM | 21,64+4,49° 24,03+ 35,30+ 0,93° 2,56+2,60 0,81+0,55
1,03%

Tablo 2. 25, 50, 75, 100 uM Timokinon verilen gruplar olup 12, 24, 48, 72 saat ve 7.
gin zaman noktalarindaki akis sitometri ile nekrotik hiicre analizden elde edilen
kantitatif veriler istatistiksel olarak degerlendirildi.

a, p<0,05; b, p<0,005; c, p<0,0001

istatistiksel degerlendirmeler ayni saat dilimindeki kontrol grubu ile karsilastirilarak

yapildi.
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MCF10A Ge¢ Apoptotik huicre oranlari
(Ortalama + Standart Sapma)

Grup 12 saat 24 saat 48 saat 72 saat 7 gun
Kontrol [ 1,1620,43  0,44+0,19  1,59+0,48 0,38+0,32 0,29+0,17
25uM | 0,63+0,24  0,39+0,07 0,67+0,31 0,39+0,05 0,264,098
50 uM | 1,31+0,34  0,54+0,04  1,03+0,20 1,070,083  1,53+0,30
75 UM | 4,92+2,45  14,67+3,77 30,26+01,12° 57,69+7,74° 61,39+5,08"
100 uM | 16,31+3,05% 23,75+7,06° 37,29+17,51° 82,88+15,18° 95,00+1,83"

Tablo 3.Farkh Timokinon konsantrasyonlari verilen gruplar olup 12, 24, 48, 72 saat
ve 7. gun zaman noktalarindaki akis sitometri ile ge¢ apoptotik hiicre analizden elde
edilen kantitatif veriler istatistiksel olarak degerlendirildi.

a, p<0,05; b, p<0,0001

istatistiksel degerlendirmeler ayni saat dilimindeki kontrol grubu ile karsilastirilarak

yapildi.

MCF10AErken Apoptotik hiicre oranlari

(Ortalama + Standart Sapma)

Grup 12 saat 24 saat 48 saat 72 saat 7 gun
Kontrol | 0,39+0,20 0,12+0,054 0,20+0,10 0,61+0,51 0,037%0,017
25uM | 0,10+0,05 0,09+0,005 0,180,066 0,08+0,012 0,07+0,04
50 uM | 0,13+0,08 0,20+0,17 0,23+0,057 0,11+0,029 0,79+0,127
75 UM 1,55+0,63 1,40+0,64 1,1440,96 8,24+1,14* 6,65+2,40°
100 uM | 10,7845,44° 16,16+6,82° 5,38+3,36° 6,93+4,77° 2,82+1,66

Tablo 6. 25, 50, 75, 100 uM Timokinon verilen gruplar olup 12, 24, 48, 72 saat ve 7.
gun zaman noktalarindaki akis sitometri ile ge¢ apoptotik hiicre analizden elde edilen
kantitatif veriler istatistiksel olarak degerlendirildi.
a, p<0,005; b, p<0,05; c, p<0,0001; d, p<0,5
istatistiksel degerlendirmeler ayni saat dilimindeki kontrol grubu ile karsilastirilarak
yapildi.
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TARTISMA VE SONUC

Ranunculaceaeailesinden olan Nigellasativa’dan4 farkl biyoaktif molekul elde edilir.
Nigella Sativa’dan elde edilen biyoaktif molekiler; Timokinon, ditimokinon,
timohidrokinon ve timol'diir. En fazla biyoaktif 6zelligine sahip olan Timokinon’dur'®'*,
Timokinon molekulunin farkli doz g¢alismalarinda elde edilen veriler 1s1ginda
inflamasyonu, anjiogenezi, karsinogenezi vetimor ilerleyisini inhibe ettigi
bulunmustur®>4,

Son donemde yapilan bir galismada, fare embriyonik fibroblast hiicrelerine (NIH/3T3)
ve Saghk meme epitel huacrelerine (HMEC)0.01-25 mM Timokinon farkli dozlarda

verildikten sonraki ilk 48 saatte sitotoksik etkisi olmamaktadir®.

50 uM Timokinon verilen insan saglikli pankreatik duktal epitel hicreleri (HPDE) 72
sonunda incelendiginde hiicre sayilarinda minimal kayip olmaktadir *”. Insan saglikli
intestinal hdcrelerine (FHs74Int) 60 uM Timokinon uygulandiginda 24. saatin
sonunda hiicre proliferasyonu ve canlilik orani etkilenmemektedir. *2.Nonkanseroz
prostat epitel hicrelerine (BPH-1) 100 puM Timokinon uygulandiginda 48. saatin
sonunda hiicre proliferasyon oranlari etkilenmemektedir®>. HMEC ve NIH/3T3
hicrelerine 60 puM Timokinon verildiginde hucreler 48. Saatin sonunda % 80’den

fazla oranda canlihgini korumaktadir®®.

Planlanan galisma kapsaminda, Timokinon’un isim ve koduyla piyasadan hazir
bulunan saglikli meme epitel hicre hatti Gzerine doz bagimh ve zaman bagimli
etkilerinin MTT ve Akis sitometri cihaz analizleri ile incelendi. Calismamiz
sonucunda, 25 uM ve 50 uM Timokinon molekulkonsantrasyonundal2., 24., 48., 72.
saatlerve 7. gun etkileri saglikli meme epitel hicre hatti Gzerinde MTT ve Akig
sitometrileri ile canliik analizleri incelendiginde control gruplariyla istatistiksel bir
farkhlik olmadig1 goéruldia (Sekil 1-2, Tablo 1). Ayrica, 75 pM ve 100 yM Timokinon
konsantrasyonun sirasiyla 24. ve 12. saatten itibaren sitotoksik etkisi baslamaktadir
(Sekil 3-4, Tablo 1). 75 uM ve 100 pM Timokinon verilen grupta 7. gunidn sonunda
hicrelerin canliiginda % 80ve %90’dan fazla oranda azalma goérilmektedir (Sekil 3-
4, Tablo 1).

Calismamizda, 25 uyM ve 50 pM Timokinon verilen saglikli meme epitel
hiicrelerininl2., 24., 48., 72. saatler ve 7. gun canli hiicre oranlari, erken apoptotic
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hiicre oranlari, ge¢ apoptotic ve nekrotik hicre oranlari control gruplaryla
karsilastirildiginda istatistiksel olarak herhangi bir farklihk bulunmamaktadir. 75 puM
Timokinon verilen grupta 72. saat sonunda ve 100 uM Timokinon verilen gruplarda
12., 24., 48., 72. Saatler sonunda erken apoptotic hiicre analiz sonuglari control
gruplanyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farkhliklar bulunmaktadir.
Calismamizin sonuglari, Motaghed ve ark.’nin 12. saat ve 24. Saat ¢alisma sonuglari
ile benzerlik gbstermektedir.

Sonug olarak, proje kapsaminda arastirilan in vitro saglik meme epitel hicrelerine
7. gune kadar sitotoksik etkisinin olmadigr maksimun dozun 50 yM oldugu MTT ve
Akis sitometrisi ile elde edilen verilerin istatistiksel analizi ile hesaplanarak elde edildi.
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