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ÖZET

Thymoquinone (TQ), çörek otunun aktif maddesi olup, birçok kanser türlerinin tedavisinde kullanılmaktadır. Fakat insan meme kanseri hücre hatlarında henüz bir çalışma bulunmamaktadır. Dolayısıyla bu çalışmada; TQ’nın insan meme kanseri meme hatlarına etkisinin olup olmadığının araştırılması amaçlanmıştır. Çalışmada; İnsan meme adenocarcinoma hücreleri (MCF–7) Amerikan kültür koleksiyonundan (ATCC) elde edilerek kullanıldı.  Thymoquinone n serisel dilüsyonları hazırlanarak mililitrede 1x105 hücre olacak şekilde 24 kuyucuklu kültür peleytlerinde 370C’de bir gece inkübe edilerek, böbrek epitelyum hücreleri ile karşılaştırıldı. Sonuçlarımızda 250 µM konsantrasyona kadar TQ’nın toksin etki göstermediği, MCF-7’nin 250 µM’da üremesini engellediği, fakat bu konsantrasyonda böbrek epitelyum hücrelerine etki etmediği gözlemlendi. Bulgularımız; TQ’nin hücre siklusunu durdurarak kanser hücrelerini öldürdüğünü göstermektedir. 250 µM konsantrasyonda kanser ücresi olmayan hücrelerde ise dayanıklılığı da görüldü.
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EFFECTS OF THYMOQUINONE ON HUMAN BREAST  CELLS LINE

ABSTRACT

Thymoquinone (TQ), active substance of Nigella sativa, has been used to treat many cancer types. However, it has not been tested on human breast adenocarcinoma cells yet.  Purposes of this study, therefore, were to investigate: whether TQ has any effects on human breast carcinoma cells or not. In this study we used human breast adenocarcinoma cells (MCF–7) that were obtained from American Type Culture Collection (ATCC). Serial dilutions of TQ were prepared and 1x105cells/ml per well were incubated overnight at 370C in a 24-well tissue culture plate. Cells were observed daily for 6 days in comparison with kidney epithelial cells (Madin-Darby Bovine Kidney Cells). Results indicated that TQ has no toxic effect up to 250 µM concentrations. Growth of MCF-7 cells was arrested at the concentration of 250 µM of TQ but this effect was not observed on MDBK cells. Our data indicated that TQ kills cancer cells by a process involving cell cycle arrest. Non-cancerous cells are relatively resistant to TQ the mentioned concentration (250 µM).
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1. GİRİŞ

Günümüzde kansere karşı birçok bitki orijinli tedavi yöntemleri tamamlayıcı tedavi olarak uygulanmaktadır. Bu tamamlayıcı tedavi içerisinde kullanılan bitkilerden biri olan Çörek otunun bileşi-minde bulunan Thymoquinone’dir [1]. Bu bitki (Nigella sativa) geleneksel tıpta, pek çok hastalığın tedavisi için kullanılmaktadır. Nigella sativa tohumlarının içerdiği uçucu yağ asitlerinin temel aktif bileşeni olan Thymoquinone ve Dithymoquinone’nin antineoplastik, antibakteriyel, antifungal, antihelmintik, immunostimülatör, antinflamatuvar, antioksidan ve hipoglisemi etkilerine sahip olduğu ortaya konulmuştur [2]. 

Thymoquinone’nin antineoplastik, antibakte-riyel, immunostimülatör, antiinflamatuvar ve antioksidan özelliklerine rağmen bugüne kadar etki şekli tam olarak aydınlatılamamıştır. Ancak, Thymoquinone’nin kanser hücrelerinde apoptosisi uyardığı bildirilmektedir [3]. Yine kanser hücre hatlarındaki DNA sentezini inhibe ettiği ve immunostimülatör ve antioksidan özelliklerine bağlı olarak tümör hücrelerinde oksidatif stresi ve yangıyı azaltarak malignant hale dönüşümü azalttığı ve doğal öldürücü hücre aktivitelerinde artmaya yol açtığı ileri sürülmektedir [4-8].

Thymoquinone’nin deri papillomlarında, yumuşak doku sarkomlarında, Ehrilch ascites karsinomasında, Lewis akciğer karsinomasında, pankreatik adenokarsinomada, uterus sarkomaların-da, kolon kanserleri ve miyeloblastik leukemia gibi çok çeşitli tümör ve kanser tiplerinde koruyucu ve önleyici etkilerinin olduğu bildirilmektedir [5,6,9-11].

Yukarıda belirtildiği gibi Thymoquinone’nin kanser hücrelerinin büyüme ve gelişmelerini inhibe edici etkisi olduğunu hem in vitro hem de in vivo ortamda insan ve hayvan deneyleri ile gösterilme-sine rağmen meme kanseri hücre hatlarında henüz bir çalışma bulunmamakatdır. Dolayısı ile bu çalışmada çörek otu’nun bileşiminde bulunan Thymoquinone’nin in vitro (hücre kültürü) meme kanseri hücre hatlarında büyüme ve çoğalmaları üzerine etkilerinin araştırılması amaçlanmıştır.

2. MATERIALS VE METHODS 

Bu çalışmanın hücre kültürü Fırat Üniversitesi Veteriner Fakültesi Viroloji ABD. yapılan 106O452 no’lu TUBİTAK projesinin destekleri ile yapılmıştır. 

2.1.THYMOQUİNONE’NİN HAZIRLANMASI

Öncelikle Thymoquinone’nin (Aldrich Co.,) dH2O içerisinde 100 mili molar (mM) stok solüsyonu hazırlandı ve bu solüsyon 450 nm’lik por büyüklüğe sahip filtrelerden geçirilerek sterilize edildi. Daha sonra, 24 kuyucuklu hücre üretme kaplarında ve DMEM F–12 HAM vasatı içerisinde Thymoquinone’nin 1 mM’dan başlayarak 2 kat azalan dilusyonları hazırlandı. Her dilusyon 4 kuyucukta hazırlandı. 
2.2.HÜCRE KÜLTÜRÜ
Bu çalışmada  American Type Culture Collection(ATCC)  temin edilen bir adet dondu-rulmuş viyal MCF-7; ATCC Catalog No. HTB–22 hücresi kullanıldı. Hücreler su banyosunda çöz-dürüldükten sonra % 10 fötal buzağı serumu (Foetal Calf Serum; Gibco Invitrogen Co., USA) içeren Dulbecco’s Modified Eagle Medium (D-MEM) (Biochrom KG LTD. UK.) hücre üretme vasatında sulandırıldı ve hücre kültür kaplarına geçildi. Bu kaplar 37ºC’de ve %5 CO2’lik etüve kaldırıldı. Hücre üremeleri günlük olarak mikroskopta gözlem-lendi.  Hücre kültür kaplarında tek tabaka olan hücrelerin subkültürü tripsin-versen vasatı kulla-nılarak gerçekleştirildi. 

Tüm kuyucukların üzerine, hücre üretme vasatı içerisinde 1x105 hücre olacak şekilde hazırlanan MCF–7 hücreleri eklendi ve kaplar etüve kaldırıldı. Ayrıca, Thymoquinone’nin dilusyonla-rının kanserleşmemiş hücreye etkisini de test edebilmek için kontrol olarak sığır böbrek epitel hücresi (Madin-Darby-Bovine-Kidney; MDBK) kullanıldı. Hücrelerdeki değişiklikler günlük olarak mikroskopta gözlemlendi. Altı gün sonunda sonuçlar kaydedildi [11,12]. Altıncı gün sonunda hücre sayımları vital boyamalardan sonara Vi-Cell Series Cell Viability Analyzer Beckman Colter cihazı ile değerlendirildi. Kıyaslamalar TQ konulmayan vasatta üretilen MCF–7 hücreleri ile gerçekleştirildi.  

2.3. İSTATİSTİKÎ ANALİZ

İnokolüsyon sonrası sonuçlarının istatistikî olarak değerlendirilmesinde Fisher’in Ki Kare metodu kullanıldı. Bu istatistikî analizler SPSS kullanılarak gerçekleştirildi.

3. BULGULAR

Hücre sayımları Beckman Coulter cihazı ile bir yazılım programı ile yapıldı (Şekil1). Çalışmada TQ nin 1mM ve 500 µM arasındaki dilisyonların MCF–7 hücreneri üzerinde sitotoksik etili olduğu, 250 µM dilsyonun bu hücrelerinin bağlanmasına bir etkisi olmadan hücrelerin çoğalmasını büyük oranda durdurduğu görüldü 125 µM dilüsyonlarda MFC–7 hücrelerin üremesinde azalma gözlenirken, 62,5 µM ve daha düşük dilüsyonlarda herhangi bir etkinin olmadığı tespit edildi.   Şekil 2 de 1 mM ve 500 μM sulandırmada belirgin, 250 μM sulandırmada MCF–7 hücrelerinde oklada gösterilen cytopathic effect (cpe) ile ilgili mikroskop görüntüleri görülmektedir (Şekil 2). MDBK ve MCF–7 hücrelerinde thymoquinone yönünden kontrol ve 250 µM sulandırma için canlı hücrelerin toplam hücrelere olan oranlarının sayısal ve yüzde değerleride Tablo 1 de özetlenmiştir. 250 μM thymoquinone doz bağımlı cevap oluşturduğundan diğer değerler gösterilmedi.
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Şekil 1. Beckman Coulter Vi-Cell Cihazı ve Kullanılan Software Program (Vi Cell 1.01)
[image: image3.png]o

MDBK

KONTROL

500 M

250 M

MCF-7





Şekil 2. 1 mM ve 500 μM sulandırmada belirgin, 250 μM sulandırmada MCF-7 hücrelerinde oklada gösterilen cytopathic effect (cpe) ile ilgili mikroskop görüntüleri

Tablo 1. MDBK ve MCF–7 hücrelerinde thymoquinone yönünden kontrol ve 250 µM sulandırma için canlı hücrelerin toplam hücrelere olan oranlarının sayısal ve yüzde değerleri

	
	MDBK
	MCF–7

	
	Canlılık(Viability)
	Toplam
	Canlılık(Viability)
	Toplam

	250 μM
	0.46x106 (%90)
	0.52x106
	0.32 x106 (%81.1)
	0.40 x106

	KONTROL
	0.48 x106(%91.6)
	0.52 x106
	0.36 x106 (%85.3)
	0.42 x106


4. TARTIŞMA

In vitro çalışmalarda çörek otu tohumlarında bulunan uçucu yağların farklı insan kanser hücre hatlarına karşı sitotoksik etkilerinin olduğu gösterilmiştir [13]. Thymoquinone’de pankreatik adenokarsinoma, uterine sarkoma ve lösemi gibi insanlara ait kanser hücre hatları için sitotoksik etkilidir [4-8,14]. Yaptığımız bu çalışmada hücre kültürü deneylerinde thymoquinone’nin 250 µM dilusyonuna kadarki tüm sulandırmalarının gerek MCF–7 gerekse MDBK hücreleri üzerine sitotoksik olmadığı belirlendi. Fakat bu dozdan sonra MCF–7 hücrelerinin üremesini engellerken MDBK hücreleri (kontrol) üzene etki etmediği rapor edildi. Nigella sativa’nın antitümör mekanizmaları değişik çalışma-larda gösterilmiştir [3,4,8,14]. Buna göre konsant-rasyona bağlı olarak N. sativa ekstraktlarının tip 4 kollegenaz, metalloproteinaz, anjiogenik protein-fibroblastik growth faktör, doku tipi plasminojen aktivatör, urokinaz tip plazminojen aktivatör, plazminojen aktivator inhibitör tip 1 ve serineproteinaz inhibitörleri gibi metastazı uyaran faktörlerin inhibisyonu sağlayarak antitümöral aktivite gösterdiği bildirilmiştir [3,15,16,17,18]. Ay-rıca thymoquinone’nin antitümör immune cevapları düzenleyerek de antineoplastik etki gösterebileceği ileri sürülmektedir [3,10]. 

Sonuç olarak thymoquinone meme kanseri hücre hatlarında üremeyi yavaşlatamsı DNA’yı koruyan güçlü bir kimyasal koruyucu olduğunu göstermektedir [3,6,7,8,10]. Benzer durum, ön mide fibrosarkomaları, kolon, deri ve karaciğer tümörleri için gözlemlenmiş ve güçlü bir kimyasal koruyucu olduğu ileri sürülmüştür [10,14,16,17,19]. Meme kanseri tüm toplumlarda genel olarak kadınlarda görülmesine rağmen erkeklerde de görülen önemli bir sağlık sorunudur. Burada rapor ettiğimiz bu sonuçlar gelecekte hayvan deneyleri ile teyit edildikten sonra meme kanserinde thymoquinone tedavide kullanılabilecek önemli bir ajan olarak düşünmekteyiz.
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