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OZET

COREK OTUNUN(NIGELLA SATIVA) YAPISI VE AKCIGERLER
UZERINDEKI ANTIOKSIDAN ETKISI

Kiibra TASKAN
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Veteriner Histoloji ve Embriyoloji Ana Bilim Dali
Yiksek Lisans, Mart/2022
Danisman: Prof. Dr. Serife TUTUNCU

Nigella sativa , halk arasindan bilinen adiyla ¢orekotu, genellikle Akdeniz
kiyilarinda yetisen otsu bir bitkidir. Son zamanlarda bitki antioksidanlar1 yan
etkilerinin az olmasi ve besin takviyesi olarak kullanilmasi sebebiyle sik¢a tercih edilir
hale gelmistir. Tim zamanlarin bitkisi olan ¢orek otu (Nigella Sativa), insanlar
tarafindan saglhigi desteklemek amaciyla kullanilmigtir. Timokinonun (TQ) yiiksek
antioksidan ozelliginden dolay1 bircok hastalikta yaygin olarak kullanilmaktadir.
Yapilan bircok c¢aligmada timokinonun (TQ) antimikrobiyal, antiinflamatuar,
antikanser, antioksidan, antifibrotik, antihistaminik, hipoglisemik ve antidiyabetik etki
gosterdigi ileri siiriilmektedir. Timokinonun (TQ) toksik etkisi ancak ¢ok yiiksek
dozlarda goriilmektedir. Timokinon (TQ) yiiksek biyolojik yapis1 ve diisiik toksisitesi
sebebiyle dikkat ¢ekmekte ve terapotik ilaglara alternatif olabilmektedir. Corek otu
(Nigellasativa) bitkisi ve yagi asirlar boyunca, Afrika’da, Asya’da ve Ortadogu’da;
giiniimiizde ise Amerika ve Avrupa’da milyonlarca insan tarafindan sagligi
desteklemek icin kullanilmistir. Bilimsel arastirmalar sonucunda ¢orek otu tohumu
yapisinda bulunan vitaminler, etken maddeler ve 6nemli yag asitleri nedeni ile bilim
adamlar1 tarafindan tiiketilmesi Onerilen bir iiriin olmustur. Bu calismada, ¢orek
otunun aktif bilesenlerinden biri olan timokinonun akcigerler lizerindeki antioksidan
etkisinin kapsamli degerlendirilmesi amaglanmistir.

Anahtar Sozciikler: Corekotu (Nigella Sativa), Timokinon, Antioksidan,
Immunhistokimya, Akciger



ABSTRACT

STRUCTURE OF BLACK SEED (NIGELLA SATIVA) AND ANTIOXIDANT
PLANT ON LUNGS

Kiibra TASKAN
Ondokuz Mayis University
Institute Of Graduate Studies
Department Of Veterinary Histology and Embryology
Master, March/2022
Supervisor: Prof. Dr. Serife TUTUNCU

Nigella sativa, popularly known as black cumin, is a herbaceous plant that
usually grows on the Mediterranean coast. Recently, plant antioxidants have become
frequently preferred due to their low side effects and nutritional supplementation.
Nigella Sativa, an all-time plant, has been used by people to promote health.
Thymoquinone (TQ) is widely used in many diseases due to its high antioxidant
properties. Many studies suggest that thymoquinone (TQ) has antimicrobial,
antiinflammatory, anticancer, antioxidant, antifibrotic, antihistaminic, hypoglycemic
and antidiabetic effects. The toxic effect of thymoquinone (TQ) is only seen at very
high doses. Thymoquinone (TQ) attracts attention due to its high biological structure
and low toxicity and may be an alternative to therapeutic drugs. Nigella (Nigella
sativa) plants and oil for centuries in Africa, Asia and the Middle East today is by the
United States and millions of people in Europe to promote health was a plant used and
has been a material referenced in terms of health. As a result of scientific research, it
was suggested that the seeds of vitamins, active substances and essential fatty acids
should be consumed by scientists due to acid. In this study, it was aimed to
comprehensively evaluate the antioxidant effect of thymoquinone, one of the active
components of black cumin, on the lungs.

Keywords: Nigella sativa, Thymoquinone, Antioxidant, Immunohistochemistry,
Lung
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1.GIRIS

Yillardir tibbi ve 1tri bitkiler bir¢ok hastaligin tedavisi disinda lezzet amaciyla
kullanilmaktadir. Kronik hastaliklar sonucu meydana gelen 6liimler, hastaliklardan
korunma ve tami tedavi yollarinda tam basari saglanamamasi uzmanlar1 farkli
aragtirmalara yoneltmektedir. Bu nedenlerden dolayi, alternatif tip uygulamalarindan
birisi olan “fitoterapi” diger bir degisle bitkilerle tedavi konusu bilimsel olarak
giinlimiizde olduk¢a 6nemli bir boyut kazanmaktadir (Izzo, 2005). Gliniimiizde de bu
bitkiler antioksidan etkileri ve genis spektrumdaki tedavi edici 6zelliklerinden dolay1
kozmetik, eczacilik ve gida sektdrii gibi alanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir
(Giin, 2012). Ayrica son donemlerde gidalar1 bozulmalara kars1 korumak i¢in bitkisel
kaynakli dogal maddelerin kullanimi biiyiik 6nem kazanmistir. Bunlardan biride gida

sektoriinde de kullanilan ve antioksidan etki gosteren maddelerdir.

Nigella sativa’nin organizmada basta immun sistem ve solunum sistemi olmak
tizere bir¢ok sistem iizerine etkileri bulunmaktadir (Forouzanfar, et al., 2014). Nigella
sativa halk arasinda astim, oksiiriik, bronsit, romatizma, dispepsi, ishal, dizanteri, ates,
agr1, siskinlik, sarilik, paralizi, basur ve diger rahatsizliklarda kullanilmaktadir. Ayrica
kardiyovaskiiler, sindirim, bagisiklik, karaciger, bobrek ve solunum sistemi
problemlerini diizeltebilecegi ve geleneksel tibbi kullanimda faydali olabilecegi
diistiniilmektedir (Khader,2014; Darakhshan, 2015). Bitkinin tohumundan yapilan
tentlir ise ishal, hazimsizlik, amenore, parazit, deri dokiintlisii ve dismenorenin
tedavisinde kullanilmaktadir. Kusmanin 6nlenmesinde ¢orek otu tohumlar1 kavrularak
tiketilebilmektedir. Corek otu yagi antiseptik olarak da deri yoluyla
uygulanabilmektedir (Mollazadeh, 2014).

Corek otu saglik sektorli disinda; gida endiistrisi, ilag, kozmetik ve boya gibi
bircok sektorlerde de kullanilmaktadir. Corek otu hakkinda yayinlanmis yiizlerce
bilimsel ¢alisma olmasina ragmen bitkinin kullanim alanlari, spesifik ve giivenli
kullanim formlari, etkili miktar ve doz bilgileri hala netlik kazanmamustir. Corek otu,
icerdigi timokinon ve diger ugucu yaglar nedeniyle giiglii bir antioksidan ve besin

takviyesi olarak kullanimi ile dikkat ¢eken bir bitkidir.

Son yillarda sentetik antioksidanlarin toksikolojik ve kanserojenik 6zelliklerinin
bulunmasi nedeniyle, iiretilen katki maddelerinin gidalara ilave edilmesinden

kaginilmaktadir. Bu nedenle gidalara ilave edilecek antioksidanlarda aranan en 6nemli



Ozellik dogal olmas1 ve sentetik olmamasidir. Antioksidan etkiye sahip bitkilerden

birisi de ¢orek otu esansiyel yagidir.

Yillar boyunca c¢orek otu tohumlar1 Afrika’da, Asya’da ve Ortadogu’da,
giinlimiizde ise Amerika ve Avrupa’da birgok insan tarafindan hastaliklarin tedavisi
disinda yasam kalitesini artirma, aktif ve saglikli yasama gibi bir¢ok amacg icin
kullanilmistir. Corek otu tohumu igerisindeki en 6nemli bileseni olan timokinon (TQ)
sayesinde ¢ok tercih edilen sifali bitkidir. Ayn1 zamanda klinik bulgular ile etkinlikleri
bilimsel olarak da kanitlanan ¢orek otu modern tibbin da ilgisini ¢ekerek tedavi amacl

kullanilmaktadir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Corek Otunun Genel Ozellikleri

2.1.1. Corek Otunun Yapisi

Corek otu olarak bilinen Nigella Sativa Asya, Avrupa, Kuzey Afrika ve Giiney
Asya’da yetigmekte olan Ranunculaceae (diigilin ¢icegigiller) ailesinde yer almaktadir.
Ulkemizde ise yetisme yogunlugu bakimindan fazla olan yerler Isparta, Burdur, Konya
ve Afyon illeridir (Forouzanfar, 2014; Khader, 2014). Ranunculaceae familyasinin bir
tiyesi olan Nigella Sativa otsu ve tek yillik bir bitkidir (Ceylan, 1983; Se¢men vd.,
2000). Uc parcadan olusan Nigella Sativa, yaprakli ve 20-50 cm boylarinda bir
bitkidir. Bu bitkinin gévde kismi dall, tiiyli, dik ve seyrek yapilidir. Cigekler dallarin
u¢ kisminda tek tek ve uzun sapli olarak bulunur. Nigella Sativanin ¢igekleri agik mavi
veya beyaz renkli ve sarimsi yesil u¢ludur. Cigek agma donemi Haziran ve Temmuz
aylaridir. Cok sayida tohum tasiyan ve kapsiil seklinde bulunan bir meyvesi vardir. Bu

tohumlar 3 mm uzunlugunda, oval sekilli ve ti¢ kdseli taneler olup bitkinin kullanilan

en onemli kismini olusturur (Feza, 2011).

Sekil 0.1. Nigella Sativa ¢igegi

2.1.2. Corek Otu Tohumunun Geleneksel Kullanimi

Halk arasinda ¢orek otu olarak bilinen Nigella sativanin tohumlar1 geleneksel
tipta yillardir farkli hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilmigtir (Khader, 2014). Modern
tip biliminin disinda, geleneksel tipta Uzak Dogu ve Orta Dogu iilkelerinde bazi
semptom ve hastaliklarin tedavisinde uzun yillardir uygulanmaktadir. Bunlar ates, bas

donmesi, agri, Oksiiriik, astim, bronsit, inflamatuar hastaliklar, diyabet, egzama,



hipertansiyon, bobrek ve karaciger fonksiyon bozukluklari, sinir sistemi hastaliklari,

mide ve bagirsak sistemi hastaliklaridir (Darakhshan, 2015).

Corek otunun tohum kismindan elde edilen tentiiriin ise hazimsizlik, ishal, agrili
adet goreme, deri dokiintiisii, istah kayb1 ve kurt tedavisinde kullanildigi; kusmanin
engellenmesinde ise ¢orek otu tohumlarinin kavrularak dahilen verildigi, yaginin ise
haricen antiseptik olarak kullanildig: bildirilmektedir (Mollazadeh and Hosseinzadeh,
2014).

2.1.3. Corek Otunun (Nigella Sativa) Fizikokimyasal Ozellikleri

Corek otu tohumu yagimin fizikokimyasal 0Ozellikleri incelenirken bazi
parametrelere bakilmaktadir. Bakilan parametrelerin bazilar1 sunlardir; renk,
viskozite, termal profil, yag asidi bilesimi ve oksidatif stabilitedir (Cheikh—Rouhou, et
al., 2007). Kullanilan soguk pres yonteminde goriilen sudur ki fenolik bileseni fazla
olan ¢orek otu tohumu yagi en diisiik oksidatif stabiliteye sahiptir (Lutterodtn, et al.,
2010). Oksidatif stabilite konusunda rancimat cihazi ile yapilan bir ¢alismada 55 saate
kadar dayanim siiresi goriilmiistiir. Renk bilesenleri nedeni ile UV absorpsiyonunun
yikksek oldugu ve bu Ozelligi ile glinesten koruyucu etki saglayabileyecegi
belirtilmistir. Icerisinde yiiksek miktarda dogal antioksidanlar ve diisiik miktarda
¢oklu doymamis yag asitleri bulundurmaktadir (Cheikh—Rouhou, et al., 2007).

2.2. Timokinonun Genel Ozellikleri

2.2.1. Timokinonun Kimyasal Ozellikleri

Bitkinin kimyasal yapis1 yetistirildigi iklime, hasat mevsimine ve ¢esidine gore
degiskenlik gostermektedir (El-Tahir and Bakeet, 2006). Ulkemizde 12 farkli tiirii
yetismekte olan ve giiniimiizde koruyucu olarak gidalarda kullanilabilecek 6zelliklere
sahip dogal kaynakli maddelerden birisi de ¢orek otunun bilesiminde bulunmaktadir
(Kar vd., 2007). Nigella Sativa tilkemizde ¢orek otu, siyah kimyon, siyah tohum ve
bereket tanesi olarak da adlandirilmaktadir (Baytop, 1984). Nigella Sativa bitkisinin
yaginda 4 ana madde bulunmaktadir (Ghosheh, et al., 1999). Bunlar timokinon (TQ),
ditimokinon (DTQ), timohidrokinon (THQ, nigellon) ve timol (THY) diir.
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Sekil 2.2 . Corek otu tohumu yaginin bilesenleri

Corek otu tohumunun igerigi karbonhidrat, protein, yag, vitamin ve esansiyel
aminoasitleri icermektedir. Bu igerigin %33-40 karbonhidrat, %16-20 proteindir (El-
Tahir and Bakeet, 2006).

Tablo 2.1. Corek otu tohumunun kimyasal igerigi (EI-Tahir ve Bakeet, 2006)

icerik Miktar(kiitle/kiitle)
Yag 31-35.5

Protein 16-19.9
Karbonhidrat 33-34

Lif 45-6.5

Kiil 3.7-7.0

Saponin 0.013

Nem 5-7

Corek otu igerisinde monosakkarit olarak glikoz, ksiloz, arabinoz ve ramnoz
bulundurmaktadir (Takruri ve Dameh, 1998). Vitamin ve mineral yoniinden zengin
oldugu bilinen ¢orek otu tohumu 100 graminda 1.529 mg B1 (tiamin), 10.5 mg Fe, 6
mg Zn, 1.8 mg Cu, 0.1 mg B2 (riboflavin), 0.5 mg B6 (pridoksin), 5.7 mg PP (niasin),
0.061 mg B9 (folik asid), 185.9 mg Ca, 1.7 mg Se, 526.5 mg P, 9.02 mg alfa-tokoferol,
54.2 mg gama tokoferol, 2.7 mg all-trans retinol bulundurmaktir. Bu tohumlar demir,

potasyum, kalsiyum bakimindan da zengindirler (Al-Saleh, et al., 2006).

Doymamis yag asitlerince zengin olan ¢orek otu tohumu igerigi, yagin esas kismi
olan linoleik asit ve daha az kismini kapsayan oleik asitten olusmaktadir. Geriye kalan

doymamis yag asitleri ise eikosanoit asit ve arasidonik asittir (Rhouhou, et al., 2007).



Tablo 2.2. Corek otu tohumu sabit yagimin kimyasal icerigi (E1-Tahir and Bakeet, 2006)

Yag Asit Bileseni %(KUTLE/KUTLE)
Linoleik Asit 18:2 44.7-56
Oleik Asit 18:1 20.7-24.6
Lineloik Asit 18:3 0.6-1.8
Arasidik Asit 20:0 2-3
Palmitoleik Asit 16:1 3
Eikosadienoik Asit 20:1 2-2.5
Palmitik Asit 16:0 12-14.3
Stearik Asit 18:0 2.7-3
Miristik Asit 14:0 0.16
Steroller 0.5

Corek otu tohumunun igerisinde ayrica birgok 6nemli mineral bulunmaktadir.
Bunlar fosfor, kalsiyum, magnezyum, sodyum, demir, ¢inko, mangan ve bakirdir

(Cheikh — Rouhou, et al., 2007).

2.2.2. Timokinonun Fizikokimyasal Ozellikleri

Timokinon 1963 yilinda ilk olarak El-Dakhakhany tarafidan Nigella sativa
L.’den ekstre edilen bir monoterpen bir bilesiktir (Salomi, et al., 1991). Kinin
bilesenleri ¢orek otu tohumunun farmakolojik etkilerinin bir¢ogundan sorumludur
(Darakhshan, et al., 2015; Forouzanfar, et al., 2014; Khader and Eckl, 2014;). Molar
agirligr 164,20 g/mol molekiil formiili Ci10H1202 olan timokinon (2-izopropil-5-
metilbenzo-1, 4-kinon), tohumun yaginin en biyoaktif major bileseni olup keto, enol
ve karigtk  formlardan  olusur. Timokinon hidrofobik  o6zelligiyle ilag
formiilasyonlarinda kullanimi ve biyoyararlanimini sinirlandirmaktadir (Salomi, et

al., 1991).

2.2.3. Timokinonun Farmakokinetik Ozellikleri
Timokinon subakut, intravendz (iv), intraperitoneal (ip), oral ve subkronik

olarak uygulanmaktadir (Darakhshan, et al., 2015).

Timokinonun birgok terapdtik uygulamalari olmasina ragmen yiiksek derecede
hidrofobik 6zelligi diisiik c¢oziiniirliglinden dolayr 1ilag formiilasyonlarinin

gelistirilmesi agisindan kisitlayici etki yaratmaktadir (Surekha, 2016). Son girisimlerle



timokinonun biyoyararlanimini ve aktivitesini artirarak yeni analoglar elde edilmistir.
Timokinonun etki mekanizmasini artirma nanopartikiilat enkapsiilasyonu sistemiyle
¢oziilmiistiir. (Ornegin; timokinon yiiklii lipozomlar, kati lipid nanopartikiiller,
timokinon yiiklii nano yapili lipid tasiyicilar bu analoglardan bazilaridir) (Darakhshan,
etal., 2015).

2.2.4. Timokinonun Molekiiler Etki Mekanizmalari

Timokinonun biitiin etki mekanizmalari tamamen bilinmemekle birlikte oldukca
da karmasiktir. Yapilmis olan ¢alismalarda ortaya c¢ikan molekiiler etki
mekanizmalari; oksidatif parametreler ve inflamasyon aracilari, peroksizom
proliferator aktiflenmis reseptorler (PPARs), apoptoz, transkripsiyon faktorleri

tizerinde etkileri sekline ortaya ¢ikmustur.

Timokinonun antioksidan, kemokoruyucu ve antiinflamatuvar etkileri

raporlanmistir (Aggarwal, et al., 2008).

2.2.5. Timokinonun Solunum Yolu Hastaliklarina Kars:1 Etkisi

Akut akciger yaralanmasi (ALI) ve akut solunum sikintis1 sendromunda (Acute
respiratory distress syndrome, ARDS) tedavi metodu olarak ¢ogunlukla destekleyici
tedavi kullanilmaktadir. Yapilmis olan bir ¢caligmada mide suyu ile ratlarda ARDS/ALI
olusturulmus ve sonrasinda TQ’nun akciger dokusunu insan mide suyunun zararli
etkilerinden korudugu ortaya koyulmustur (Isik vd., 2005). Dispne ve astimda olmak
tizere ¢Orek otu tohumlart solunum yolu problemlerine kars1 terapétik etkilere sahiptir

(Istk vd., 2005).

El Gazzar ve ark (El Gazzar, 2006a) TQ’u ovalbumin farelere havayolu ile
vermeden Once i.p enjekte ederek akciger eozinofilinde artisa sebep oldugunu
bildirmistir. Bununla birlikte TQ, akcigerde allerjenin indiikledigi eozinofilik
inflamasyonu ve kadeh hiicrelerinde mukus iretimini belirgin derecede inhibe
etmistir. Buna benzer baska bir c¢alismada ise TQ’nun deneysel astimda

antiinflamatuar etkiye sahip oldugu saptanmistir (ElI Gazzar, 2006b).

Timokinonun; si¢anlarda bleomisinin indiikledigi, pulmoner fibroz ilerleyisini
azalttig1, inflamatuar hiicre infiltrasyonunu, alveollerde amfizeme, brons etrafindaki
lenfoid hiperplastik hiicre aktivasyonunu ve bleomisin kaynakli akciger dokusunda

NF- Kb’nin aktif form over-ekspresyoonunu 6nledigi ve glutatyon S-transferaz ve



SOD antioksidan enzim aktivitesini normal degerlere diizelttigi bildirilmistir (EI-

Khouly, et al., 2012).

Timokinonun, siganlarda antiapoptotik etki gostererek kronik toliien maruziyeti
kaynakl1 akciger hasarini azalttig1 ve timokinonun siklofosfamid kaynakli pulmoner

hasara kars1 koruyucu oldugu gosterilmistir (Kanter, 2011; Suddek, et al., 2013).

2.3. Antioksidan Sistem
Insanin yasamim siirdiirebilmesi icin gerekli olan oksijen biiyiik dneme sahip
olmasina ragmen metabolizma sirasinda {iretilen bazi reaktif oksijenler viicuda biiyiik

zararlar verebilmektedir (Diplock, 1998).

Metabolizma sirasinda iiretilen bu reaktif oksijen tiirlerini engellemek,
detoksifikasyonu saglamak ve bu reaktif oksijen tiirlerinin olusturabilecegi zararlar
engellemek icin viicutta gorev yapan savunma sistemine ‘“antioksidan savunma

sistemleri” ya da “antioksidanlar” denilmektedir (Sener, 2009).

Serbest radikallerin meydana getirmis oldugu oksidatif stresi antioksidanlar
ortadan kaldirabilir. Antioksidanlar serbest radikalleri temizleyebilir ve hiicre
harabiyetini 6nleyebilir 6zelliklere sahiptir. Antioksidanlar insan viicuduna disaridan
aliabilecegi gibi viicutta dogal olarak {iretilebilmektedir. Antioksidanlarin disaridan
alinan1 da viicutta dogal tiretilmis olan1 da serbest radikal siipiiriici olarak hareket
ederler. Bu ozelliklerinden dolay1 da savunma sisteminin etkisini artirir ve hastalik

riskini azaltir (Shinde, 2012).

Oksidan ajanlarin viicudumuzda olusumu ve uzaklastirilmast bu ajanlarin
fonksiyonlar1 ve olusturacagi hasara baglidir. Antioksidanlar hiicre i¢i ve disi,
enzimatik ve nonenzimatik, primer-sekonder-tersiyer olarak smiflandirilirlar
(Tkaczyk, 2007). Bu siniflandirmalar arasinda kabul goreni ise enzimatik ve

nonenzimatik ayrimidir (Bast, 1991).



2.3.1. Endojen Antioksidanlar

Tablo 2.3. Antioksidanlarin siniflandirilmasi (Aydemir vd., 2011)

ENDOJEN ANTIOKSIiDANLAR

ENZIMATIK ANTIOKSIDANLAR NONENZIMATIK ANTIOKSIDANLAR
Siiperoksit dismutaz (SOD) Glutatyon Koenzim Q 10
Katalaz (CAT) Melatonin Selenyum
Glutatyon peroksidaz (GPx) Urik asit a-lipoik asit
Glutatyon rediiktaz (GR) Bilirubin Transferrin
Albiimin Seruloplazmin
. . _EKSOJEN ANTIOKSIDANLAR
VITAMIN EKSOJEN ILAC OLARAK KULLANILAN EKSOJEN
ANTIOKSIDANLAR ANTIOKSIDANLAR
a-Tokoferol (Vitamin E) Ksantin oksidaz inhibitorleri (allopiirinol, oksipiirinol, pterin

aldehid, tungsten)

B-karoten (Vitamin A) NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin, lokal anestezikler,
kalsiyum kanal blokerleri, nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar)

Askorbik asit (Vitamin C) Rekombinant siiperoksit dismutaz

Folik asit (Vitamin B9) Trolox-C (vitamin E analogu)

Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar (GPx aktivitesini artiran
ebselen ve asetilsistein)

Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (mannitol, albiimin)
Demir redoks dongiisii inhibitorleri (desferroksamin)

Notrofil adezyon inhibitorleri

Sitokinler (TNF ve IL-1)

Barbitiiratlar

Demir selatorleri

2.3.1.1. Enzimatik Antioksidanlar
Stiperoksit dismutaz (SOD),

Katalaz (CAT),
Glutatyon peroksidaz (GPy),

Glutatyon rediiktaz (GR)



Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Reaktif oksijen tiirlerine karsi ilk savunmay1 gosteren enzimatik antioksidan

stiperoksit dismutazdir (Sen, 2010).

Hiicrede mitokondride hidrojen peroksit (H202) ve oksijen olusturmak ig¢in
stiperoksit radikallerinin doniisiimiinii katalizleyen enzimatik antioksidan siiperoksit

dismutaz (SOD) dir (Kinnula and Crapo, 2004).

202 - + 2H+ + SOD — H202 + O2

Insan viicudunda SOD’un ii¢ farkl sekli bulunmaktadir. Bunlar sitozolde ¢inko
(Zn) ve bakir (Cu) igeren siiperoksit dismutaz (Cu/Zn SOD), mitokondride manganez
(Mn) igeren siiperoksit dismutaz (Mn SOD) ve hiicre dis1 sivilarda ekstraselliiler

stiperoksit dismutaz (EC SOD) bulunur (Young, 2001).

SOD’un hiicrede en ¢ok bulunan formu Cu/Zn SOD’dur. Cu/Zn SOD 32 kDa
molekiil agirlhigina sahip ve iki esit alt iiniteden olusur ve bu niteler bir Zn bir Cu

atomu igerir (Mruk, et al., 2002).

Mitokondriyal bir enzim olup dort esit alt iiniteye sahip olan Mn SOD ise 80 kDa
molekiil agirligina sahiptir. Bazi farkliliklari olmasina ragmen Cu/Zn SOD ile ayni
reaksiyonu katalizleyen Mn SOD aktif bélgesinde Mn*? bulundurmaktadir (Orbea, et
al., 2000).

Ekstraselliiler siiperoksit dismutaz (EC SOD) 1n ise molekiil agirligi 135,000
kDa dir. Organizmalarda bir¢ok formda bulunur. Bunlar homotetramer, tetramer,
dimer, multimer formlaridir. Cogunlukla homotetramer formda bulunur. Ekstraselliiler
stiperoksit dismutaz, her bir alt linitesinde Zn ve Cu atomu igerir bu ylizden enzimatik
reaksiyonlar i¢in bakir ve ¢inko gereklidir. Ekstraselliiler siiperoksit dismutaz hiicre
yiizeylerinde, ekstraselliiler matrikste ve plazmada bulunur. Fakat yiiksek yogunlukta
ve Oncelikli olarak hiicre yiizeyleri ve ekstraselliiler matrikste bulunur. Ekstraselliiler
stiperoksit dismutaz bir¢ok farkli hiicre tarafindan sentezlenmektedir. Bunlar

fibroblast hiicreleri, glia hiicreleri ve endotel hiicreleridir (Gao, 2008).
Katalaz (CAT)

Katalaz kalp, beyin ve iskelet kaslarinda diisik miktarda hayvansal
organizmalarin aerobik hiicrelerinde eritrositlerde ve karacigerde yogun olarak

bulunmaktadir (Garewal, 1997).
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Katalaz, her bir alt birimi bir hem grubu ve bir NADPH molekiilii igeren dort
protein alt birimden meydana gelir (Kirkman, 1987). NADPH molekiilii bir¢ok
katalazda yiizeye yakin ve sikica baglidir (Zamocky, 1999).

Katalaz daha ¢ok peroksizomlar gibi hiicre i¢i organellerde lokalize daha az
olarak mitokondri ve endoplazmik retikulumda bulunur. Hidrojen peroksiti (H205)
suya ve oksijene g¢eviren enzimatik bir antioksidandir (Singh, et al., 2009). Katalaz
enzimi H202 den hidroksil (OHe*) serbest radikalinin olusumunu engelledigi icin

antioksidan 6zellik gostermektedir.
2H202 — 2H20 + O2
Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Glutatyon peroksidaz, her bir alt biriminde bir selenyum atomu bulunan dort
protein alt birimden olusmaktadir. Glutatyon peroksidaz hiicrelerin sitoplazma
kisminda bulunur ve H202 den kaynakli oksidatif hasara kars1 hiicreyi koruyarak H20>

den OHe ‘nin olugsmasini engeller (Sen, 2011).

Intraselliiler glutatyon peroksidaz iki sekilde bulunmaktadir. Bunlar GPx-1 ve
GPx-4’tiir. Hiicre igerisinde yaygin olan ve ¢ogu dokuda bulunan tiirii GPx-1 dir. GPx-
4 veya fosfolipid hidroperoksit peroksidaz lipit peroksitlerinin detoksifikasyonunda

fosfolipaz reaksiyonu gerektirmeyen essiz bir antioksidan enzimdir (Sajjad, et al.,
2000).

Iki ana tipi olan glutatyon preoksidaz, elektron kaynagi olarak glutatyonu (GSH)
kullanarak H20. ‘yi ve organik hidroperoksitleri (DNA hidroperoksitler, lipit
hidroperoksitler) metabolize eden bir enzimdir. Bunlardan biri selenyuma bagimh
glutatyon peroksidaz (Se-GPx) ‘dir ve aktif bolgesinde selenyum bulundurmaktadir.
Selenyuma bagimli glutatyon peroksidaz, organik hiperoksitlere ve H202 ye karsi
etkiliyken selenyuma bagimli olmayan glutatyon peroksidaz (GST) hidroperoksitlerin

metabolize edilmesinde etkin rol oynamaktadir (Reiter, 1995).
Glutatyon Rediiktaz (GR)

Glutatyon rediiktaz flavoprotein bir enzimdir igerisinde flavin adenin
dintikleotid (FAD) vardir. Hiicre i¢i glutatyon (GSH) seviyelerinin korunmasina
yardimer olarak oksidatif hasarin dnlenmesinde rol almaktadir. Glutatyonla birlikte

glutatyon peroksidaz enzimi hiicrede hidrojen peroksit seviyesini diislirmekten
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sorumludur (Meister, 1994). Bir flavoprotein olan GR hidrojen donor olarak [-
nikotinamid diniikleotid fosfat (NADPH) kullanarak okside glutatyonu (GSSG)
indirgenmis glutatyona (GSH) katalizler (Massey and Willams, 1965).

2.3.1.2. Nonenzimatik Antioksidanlar

Glutatyon Albiimin
Melatonin Selenyum
Urik asit a-lipoik asit
Bilirubin Transferrin
Koenzim Q1o Seruloplazmin

Glutatyon (GSH)

Glutatyon neredeyse tiim 0karyotik hiicrelerde sentezlendiginden dolay: yiiksek
yogunlukta bulunan bir antioksidandir ve hiicrede detoksifikasyon sisteminin
calismasinda, hiicre sinyal mekanizmasinin diizenlenmesinde, hiicrenin redoks
durumunu korumada, eikosonoidlerin sentezlenmesinde, gen ekspresyonunda ve

apoptozisde de gorev almaktadir (Townsend, 2003).

Glutatyon (y-L-glutamyl- Lcysteinylglycine, GSH) kataliz, ara metabolizma ve
taginim gibi bir¢cok biyolojik olayda faaliyet gosteren suda ¢oziinen bir tripeptiddir
(Bannai and Tateishi, 1986). GSH ¢ogunlukla sitoplazmada (yaklasik olarak %85-90)
bulunsa da burada sentezlendikten sonra c¢ekirdek, peroksizomlar, endoplazmik

retikulum ve mitokondride de bulunabilmektedir (Green, 2006).

Glutatyon iki kademede sentezlenir. Ilk asamada glutamin-sistein ligaz (GCL),
sistein ve glutamini baglayarak y-glutamilsisteini meydana getirir. Sonra ki asamada
ise glutatyon sentetaz (GSS), glisini y-glutamilsisteine baglayarak GSH molekiiliinii
olusturur. Glutamin-sistein ligazin diizenleyici (GCLM) ve katalitik (GCLC) gorevleri
vardir. Glutamin-sistein ligaz katalitik olarak glutamin ve sisteinin baglamasindan

sorumlu iken diizenleyici olarak GCLC’nin etkisini artirmaktadir (Lagman, 2015).

Glutatyon lenfositleri aktive ederek bagisiklik sistemini kuvvetlendirir ve
bagisiklik sisteminin normal ¢alismasini saglar (Li, et al., 2007). Ksenobiyotiklere
maruz kalan bazi organlarda yiiksek oranda bulunurlar. Bunlar; bobrek, karaciger ve

bagirsaklardir (Jewell and O’Brien, 1999).
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Melatonin

Melatonin (N-asetil-5-metoksi-triptamin), memelilerde bir¢ok yerde seztezlenip
salgilanir. Temel olarak beynin serebral yari kiireler arasindaki pineal bezdir fakat
kemik iligi hiicreleri, safra, lens ve gastrointestinal sistemden de sentezlenip
salgilanmaktadir. Ureme ve uyku gibi biyolojik siirecleri diizenleyen bir hormondur

(Yazici ve Kose, 2004). Karanlik esnasinda triptofandan sentezlenir (Hevia, 2014).

Melatonin serbest radikallerin bir¢ok zararli etkilerini azaltmaktadir. Protein ve
lipitlerin disinda hem ¢ekirdek DNA’sin1 hem de mitokondriyel DNA’y1 korur. Hiicre
i¢erisinde ki tiim boliimlerde makromolekiilleri oksidatif hasardan korur. Melatonin
serbest radikal siipliriiclisii olmasina ragmen dolayli bir antioksidan olmast ve her
yerde faaliyet gostermesiyle genis ¢apli bir koruma saglar. Elektron tagima sisteminin
etkinligini artirarak serbest radikallerin {iretilmesini saglar ve elektron kacaklarim

azaltir (Reiter, 2006).

Urik Asit

Kanin toplam antioksidan kapasitesinin yaklasik olarak yarisindan sorumlu
oldugu diisiiniilen iirik asit atik bir iirlindiir. Yiiksek yogunlukta oldugu zaman
kristalize oldugu icin proveke gut artritise ve bobrek taslarina neden olabilmektedir.

Gilgli bir serbest radikal siipiiriicisii olmasinin yaninda Cu ve Fe gibi metal

iyonlarmin selatorligiinii de yapar (Kumar, 2015; Waring, 2002).

Ksantin oksidorediiktaz enzimi hipoksantinin iirik asite doniistiigli son metabolik
adimi diizenler. Bu reaksiyonun bir sonucu olarak reaktif oksijen tiirleri (ROS)
iiretilmektedir. Daha ¢ok ince bagirsak ve karacigerde olmasina ragmen miyokard ve
endotelde de ksatin oksidorediiktazin iiretildigine dair bilgiler bulunmaktadir (lliesiu,
2010).

Bilirubin
Omriinii tamamlayan eritrositlerin pargalanmas1 sonucu igerisindeki hem

proteininin yikilmasiyla bilirubin olusur. Son olarak safra ve idrarla atilan bilirubin

ayni zamanda ¢ok etkili bir antioksidandir (Gutteridge, 1995; Burtis, 2005).
Koenzim Quo

Koenzim Qo (k-KoQo; ubikinol-10 ve/veya Ubikinon-10) her hiicrede

bulunabilen, yagda ¢oziinen ve hiicredeki enerji iiretimi sirasinda kilit enzimatik
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reaksiyonlarda koenzim olarak gorev alan vitamin benzeri bilesiktir (Stocker, 2007,
Overvad, 1999). Koenzim Qio’'un kimyasal formiilii 2,3-dimetoksi-5-metil-6-
dekaprenil-1,4-benzokinon’dur (Parkhideh, 2008).

Koenzim Q1o lipit ve protein peroksidasyonunu baskilayan, serbest radikalleri
siipiiren bir antioksidan olarak gorev yapar. Indirgenmis formu, ubikinol (CoQHy),
elektron tasima sisteminde elektron ve proton tasiyan lipofilik bir antioksidandir.
Ubikinol, oksidanlar1 nétralize etmek icin elektron vererek ¢ok giiclii bir antioksidan

Ozellik gosterir (Glirkan, 2005).

Ayrica koenzim Q1o hiicre sinyalinde, gen ekspresyonunda, hiicre biiyiimesinin
ve apoptosisin kontroliinde, membran stabilitesinin saglanmasinda fonksiyonlari

oldugu bilinmektedir (Kayapinar, 2002).
Albiimin

Alblimin, viicutta ozmotik basincin diizenlenmesinde 6nemli bir gorevi olan

proteindir. Plazmada bulunan en 6nemli antioksidanlardan biridir (Roche, 2008).
Selenyum

Antioksidan ve bagisikligi diizenleyici fonksiyonlara sahip baslica
elementlerden olan selenyum aminoasit sentezinde de rol alir. Selenyum GPx
aktivitesini artirarak ROS olusumunu engeller (Kim, 2014).

a-Lipoik Asit

a-Lipoik asit (1,2-ditiolan-3-pentanoik asit), dihidrolipoik asit (DHLA) giiglii
antioksidanlardir. Dihidrolipoik asit a-lipoik asitin indirgenmis formudur (Packer,
2001).
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Tablo 2.4. o-Lipoik asit ve Dihidrolipoik asitin reaktif oksijen tiirleri ve reaktif nitrojen tirleri
tizerindeki stipiirticii etkileri (Packer L, 2001).

Serbest Radikal a-Lipoik asit DHLA
Stiperoksit radikali - +
Hidroksil radikali + +
Hipokloroz asit + +
Peroksinitrit + +
Singlet oksijen + -
Nitrik oksit radikali + +
Peroksil radikali - +
Hidrojen peroksit + +

Transferrin ve Seruloplazmin

Transferrin temel olarak serumda bulunmasina ragmen diisiik oranda diger viicut
stvilarinda da bulunur. Ferroz iyon (Fe'?), fenton reaksiyonuyla yiiksek derecede
toksik olan OHe’ye doniismesini katalizleyerek oksidatif strese neden olurken
transferrin ise serbest ferrdz iyon oranimi diisiirerek antioksidan o6zellik gosterir.

Seruloplazmin, bir¢ok dokuda sentezlenen antioksidan proteindir (Chauhan, 2004).

2.3.2. Eksojen Antioksidanlar
2.3.2.1. Vitamin Eksojen Antioksidanlar

a-Tokoferol (Vitamin E)

Reaktif oksijen tiirlerinin fazla miktarda iiretilmesi hiicre igerisinde apoptoza
neden oldugu diisliniilmektedir. E vitamini hiicrede ki reaktif oksijen tiirlerinin

iretiminin inhibisyonu ile bu islemi geciktirebilmektedir (Baldi, 2005).

Hiicrede oksidatif stres arttiginda a-tokoferol, hiicre membrami ile iliskili
proteaz, protein kinaz C sitozolik fosfolipaz A2 enzimlerinin aktivitesini azaltmasi
beklenir (Traber, 2007). Oksidatif stresin miktar1, E vitamininin dokuda tiiketimini de
etkiler (Baldi, 2005).

p-Karoten (Vitamin A)

B-karoten yagda ¢Oziinen bir pigmenttir. Hiicrede olusan serbest radikalleri

scavenging etkisi ile yok eder ve hiicreyi bu serbest radikallerin neden olabilecegi
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hastaliklara karst korur. Karotenoidlerin birgok arasgtirmada goriildiigli iizere
antioksidan etkisine bagl olarak kanser olusumunu inhibe ettigi goriilmektedir. Bazi
karotenoidler UV 1s1n ve kimyasallarin neden oldugu tiimérleri inhibe ettikleri ve

immun yanit1 artirdiklar1 gortilmistiir (Tojo and Lee, 1989).
Askorbik Asit (Vitamin C)

Askorbik asit suda ¢oziinebilen bir vitamindir (Li, 2007). Vitamin C nitrojen
dioksit, peroksinitrit, singlet oksijen, ozon, siiperoksit gibi reaktif oksijen tiirlerini

temizleyerek hiicrede oksidatif strese karsi etkin bir koruma saglar (Carr, 1999).
Folik Asit (Vitamin B9)

Folik asit (pteroilglutamik asit, vitamin B9 ya da vitamin M) suda ¢6ziinebilen
bir vitamindir (Hussein, 2012). Folik asit ROS’u temizleyen ¢ok giiglii
antioksidanlardan biridir (Ebaid, 2013).

2.3.3. Serbest Radikaller
Ik kez Commoner ve arkadaslari tarafindan 1950 yilinda reaktif oksijen

tiirlerinin hiicre i¢inde iiretildigi belirlenmistir (Commoner, et al.,1954).

Serbest radikaller paralel spin durumlu iki ortaklanmamis (eslesmemis)
elektrona sahip, kararsiz yapida, diger molekiillerle reaksiyona girme egilimleri
yiikksek atom veya molekiillerdir (Lii, et al.,2010; Carocho and Ferreira, 2013).
Omiirleri oldukga kisadir. Bu siire milisaniye ile nanosaniyeler arasinda degisiklik

gosterir (Finaud, et al., 2006).

Serbest radikaller hem endojen hem ekzojen kaynaklar tarafindan
uretilmektedir. Endojen kaynaklar arasinda sitokrom P450 metabolizmasi,

peroksizomlar, mitokondri ve iltihapl hiicreler yer almaktadir.

Serbest radikaller hiicre biitiinliigliniin korunmas: ve hiicre fonksiyonlarinin
stiriilmesi esnasinda Okaryotik hiicreler tarafindan tretilmektedir. Bunun disinda
siklooksijenaz, nitrik oksit sentetaz, tirosin hidroksilaz, lipoksigenaz ve riboniikleoksit
rediiktaz enzimleri tarafindan da serbest radikallerin olusturuldugu bilinmektedir

(Thomas, 2000).

Ekzojen kaynaklar arasinda ise hava kirliligi, iyonize radyasyon, tiiketilen gida
maddeleri, tlitiin {riinleri, asir1 fiziksel aktivite, giines ve infrared 1sinlar

bulunmaktadir (Vinson, 2006). Bu kaynaklarin disinda alkol tiiketimi, ilag¢ tedavisi,
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enfeksiyon, toksin ve yetersiz beslenme, oksitatif streste serbest radikallerin artmasina
neden olur (Singh, et al., 2004).

Serbest radikaller {i¢ sekilde meydana gelir (Palmieri and Sblendorio, 2006):

2.3.3.1. Homolotik Boliinme:
Molekiilii olusturacak olan atomlar kovalent bagi olusturan elektron ¢iftlerinden

birer elektron alir ve yiiksiiz atom gruplari olusur.

% .
A 4 B homoliz e PN E‘I + radikaller

Sekil 2.3. Homolotik Boliinme

2.3.3.2. Heterolitik Boliinme:
Bir molekiilden sadece bir elektron kaybi olmaktadir. Bu tiir heterolitik
boliinmelerde serbestlesen elektronlar olusan atom ya da atom gruplarindan birinde

kalirlar (Karakus, 2007).

2.3.3.3. Bir Molekiile Tek Bir Elektronun Eklenmesi:
Bir molekiile herhangi bir sekilde tek bir elektronun transferiyle olusur (Palmieri

and Sblendorio, 2006).

Biyolojik ortamda serbest radikaller cogunlukla azot, oksijen ve kiikiirtten
olugmaktadir. Reaktif azot tiirleri (RNS), reaktif oksijen tiirleri (ROS), reaktif siilfiir
tiirleri (RSS) olarak adlandirilan molekiil gruplarint olusturmaktadir (Li, et al.,2010).
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2.3.4. Reaktif Azot Tiirleri

Tablo 2.5. Reaktif azot tiirleri (Halliwell, 1996).

Radikal Tiirler Radikal Olmayan Tiirler
Nitrik oksit (NO«) Nitrozil (NO-)
Azot dioksit (NO2 ») Nitréz asit (HNO2)

Nitroksit (NO)

Dinitrojen tetroksit (N204)

Dinitrojen trioksit (N203)

Peroksinitrit (ONOO- )

Peroksinitrdz asit (ONOOH)

Nitronyum katyonu (Nitril) (NO2)

Alkil peroksinitratlar (ROONO)

Reaktif azot tiirlerini nitrozil, nitroksit,nitréz asit gibi radikal olmayan bilesikler

ve nitrik oksit, azot dioksit radikalleri olusturmaktadir (Halliwell, 1996).

2.3.4.1. Nitrik Oksit (NO)

Nitrik oksidin (NO) 15-20 oncesine kadar basit bir atmosfer atigi oldugu
diistiniilmekteydi (Ignarro, et al., 1987; Palmer, et al., 1988). Sigara dumanindan ve
otomobillerin egzozundan ¢evreye yayilarak asit yagmurlarina sebep olan ve ozon
tabakasina zarar veren bir gaz olarak bilinirdi (Galanti, 1997). Fakat 1987 yilinda
damar endotelinden endotel kaynakli gevseme faktorii (EDRF) izole edilirken nitrik
oksit sentetaz (NOS) kesfedilmistir. Sonrasinda siire gelen siiregte ise EDRF’ nin NO
oldugu tespit edilmistir (Ignarro, et al., 1987; Palmer, et al., 1988).

Renksiz bir gaz olan NO diisiik konsantrasyonda oksijenli ortamda bile stabil
iken yiiksek konsantrasyonda oksijensiz ortamda stabil durumda olup suda erime

ozelligi gosterir (Lowenstein, et al., 1994).

Eslenmemis elektrona sahip olmasi sebebiyle NO ¢ogu zaman ortamda serbest
radikal bulunsa dahi bir¢ok biyomolekiille zayif tepkimeye girer. Peroksil ve alkil gibi
radikallerle kolayca reaksiyona girerek daha az reaktif olan iiriinler meydana gelir ve

bu {irtinler membran lipit peroksidasyonunu onleyerek serbest radikal siipiiriicii 6zellik
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gosterir. Yiiksek oranda iiretildiginde ise antioksidan 6zelligini kaybeder ve olusan

peroksinitrit gibi {irlinlerle oksidan etki gosterir (Laitonjam, 2012).

NO, parakrin ve otokrin bir hiicresel ajandir. Ayrica homeostazin siirdiiriilmesi
ve normal fizyolojik kosullarin siirdiiriilmesinde olduk¢a 6nemli rolii vardir (Davies,
et al., 1995). NO, yarilanma omrii 2-30 sn olan radikal bir molekiil olup oksijen ve
nitrojenin her bir atomundan olusan kiiclik ve oldukca reaktif bir molekiildiir
(Lowenstein, et al., 1994; White, et al., 1992). NO, L-argininden sitrulin olusumu
esnasinda L-argininin guanidin nitrojen grubunun hidroksilasyonu ile olusan ara

rtindiir (MacMicking, et al., 1997).

L-arginin

NADPH
O-
NOS
NADP"
H,O v
N*"-OH-L-arginin
NADPH
O
NOS
NADP"
H,O
- 4
L] L
L-sitrulin NO

Sekil 2.4. Nitrik oksit sentezi

Nitrik oksidin antioksidan 6zellikleriyle ilgili ve serbest radikallerle
etkilesimiyle ilgili varilan sonuglar celiskilidir. NO araciligiyla aktif makrofajlarin
mikrosidal aktivitelerini gosterdikleri ileri stirtilmekle birlikte, NO’dan tiretilen dogru
mediatoriin nitrojen dioksit (NO2) gibi ikincil bir oksidan madde olabilecegi
diistiniilmektedir (Kalff, et al., 1999). Nitrik oksit sentetaz (NOS) viicudun bir¢ok
farkli dokularindan (beyin, makrofaj, damar endoteli, iiriner sistem dokular1 vb.) izole
edilerek kinetik ve fizyokimyasal 6zellikleri incelenmistir (Moncado, 1992; Knowles,
1994).
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MNOS
L-Armnin+ Oo » Sitrollin+Bhitnk Olesat
MADPH

Sekil 2.5. L-Arjinin-nitrik oksit yolu

NOS incelenen kinetik ve fiziko-kimyasal 6zelliklerine gore iki baslik altinda

incelenmektedir:
Indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentetaz (iNOS)

Normal sartlarda bulunmayan bu enzim tiimoér nekrotizan faktér (TNF),
endotoksinler ve interlokinl (IL-1) gibi enflamatuar mediatorlerin  varliginda
graniilositler ve makrofajlar gibi enflamatuar hiicrelerde iINOS sentezi gerceklesir

(Fink, 1996).

Bu tip NOS hiicre igerisinde bulunmaz. Genellikle makrofaj (hepatosit, nétrofil,
monosit ve digerleri) damar endotel hiicrelerinde sentezlenmektedir (Lowenstein, et
al.,1994). Bu hiicrelerin 6zellikli olarak sitokinlerle aktivasyonu NO sentezine ve

NOS’1n indiiksiyonuna sebep olmaktadir (Cendan, et al., 1996).

NO sentezi indiiksiyon sonrasi saatlerce hatta giinlerce devam edebilmektedir.
Fakat uzun siiren yiiksek oranda NO sentezi makrofaj ve diger dokularda da hasara

sebep olabilmektedir (Nussler,1993; Marletta, 1994).

Cogu ilag ve hormonlar hiicre igerisinde ki aktivasyonunu hiicre yilizeyindeki
spesifik reseptorlere baglanarak gosterirler. Fakat NO hiicre membranin1 gecerek
siilfiir veya demir igeren proteinlere baglanarak etkisini gostermektedir (Ignarro,
1990). Merkezi sinir sisteminde NO koku alma, hafiza olusumu, denge, uyar1 gegisi
gibi ¢cogu fonksiyonu destekleyen norotransmitter olarak fonksiyon gostermektedir

(Dawson, et al., 1992).
Konstitutif Nitrik Oksit Sentetaz (cNOS)

Ozellikle idrar yolu dokulari, damar endoteli, santral ve periferik sinir sistemi
gibi dokularda lokalize olan bu izoenzim her zaman bu dokularda bulunmasina ragmen

her zaman aktif durumda degildir (Palmer, et al., 1988).
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2.3.5. Reaktif Oksijen Tiirleri

Tablo 2.6. Reaktif oksijen tiirleri (Halliwell, 1996).

Radikal Tiirler Radikal Olmayan Tiirler
Siiperoksit (02 -+ ) Hidrojen peroksit (H202)
Hidroksil (OHe* ) Hipokloroz asit (HOCI)
Peroksil (RO2 ¢ ) Ozon (O3)

Alkoksil (RO*) Singlet oksijen (1 0O2)

Hidroperoksil (HO2 «)

Viicut i¢in 6nemli olan oksijen elementi nitrojen, karbon, kiikiirt ve hidrojen ile

organik molekiillerin temelini olusturur (Pham-Huy, et al., 2008).

Bir radikal olarak degerlendirilen ve yiiksek derecede ROS iiretme yetenegi olan
O2, herhangi bir radikal olmayan madde ile yavas tepkimeye girerken serbest
radikallerle daha kolay bir sekilde reaksiyona girer (Droge, 2002; Halliwell, 2006).
ROS iki grupta incelenmektedir. Bunlar radikal ve radikal olmayan oksijen tiirleridir
(Agarwal, et al., 2008).

Siiperoksit radikali oksijen molekiiliiniin suya doniisiimii sirasinda bir elektron
ilavesiyle indirgenerek olusan ilk ara maddedir (Yu, 1994). Uretimi genellikle
hiicrenin mitokondri organelinde olan siiperoksit serbest radikal oldugu halde yiiksek

derecelerde reaktif degildir (Cadenas and Sies, 1998).

Oksijen molekiilii iki elektron indirgendiginde hidrojen peroksit (H202) olusur.
Serbest radikal olmamasina karsin hidrojen peroksit ¢cok onemlidir. Zar-gegirgen ve
yiiksiiz bir molekiil olan H202 mitokondriyal ve diger zarlar f{izerine niifuz

edebilmektedir (Whittington, et al., 1999).

Hidroksil radikali, hidrojen peroksitten Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonlari
sonucu olusan ¢ok gii¢lii bir reaktif oksidandir (Raha vd.,2000). Biyomolekiillerle
daha giiclii reaksiyona girebilen hidroksil radikali biyolojik sistemlere ROS’lardan
daha fazla zarar verebilir (Betteridge, 2000).
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Sekil 2.6. Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonu

c e +2H" ¢ +H'

O 0y yH0

siiperoksit  hidrojen peroksit
lh‘v’ Dg l

102 ]Dg+ 0y

e + 2H
OH —— 3 H,0

Hidroksil radikali

Sekil 2.7. Molekiiler oksijenin indirgenmesi (Buechter, 1988 ).

2.3.6. Reaktif Siilfiir Turleri

Tablo 2.7. Reaktif siilfiir tiirleri (Gruhlke and Slusarenko, 2012).

Radikal Tiirler Radikal Olmayan Tiirler
Tiyil (RSe) Tiyol (RSH)

Disiilfit (RSSR)

Siilfenik asit (RSOH)

Tiyosiilfinat (distilfit-S-monoksit) (RS(O)SR)
Tiyosiilfonat (distilfit-S-dioksit) (RS(O)2SR)
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2.4. Solunum Sistemi Histolojisi

Solunum sistemi iki boliimde incelenmektedir. Bunlar ist iletim bolimii ve alt
solunum béliimiidiir. Ust iletim boliimii; nazal bosluk, paranazal siniisler, nazofarinks
ve orofarinksden olusmaktadir. Alt solunum boliimii; larinks, trakea, bronslar,

bronsiyoller, alveolar kanal, alveolar kese ve alveolden olugmaktadir.

Temelde akciger parankimi dallanmis hava keselerinden olugsmaktadir (Ross,
2015; Gartner, 2017).

2.4.1. iletim Boliimii
Akcigerlerde gaz degisiminin gerceklestigi ve solunan havayi iletmekten

sorumlu solunum sistemi bolimiuidiir.

2.4.1.1. Nazal Kavite

Solunum sisteminin {ist kisminda i¢i hava dolu iki genis bosluktan olugmaktadir.
Bu bosluklar septum adi verilen kemik ve kikirdaktan olusan yapi ile birbirinden
ayrilmaktadir ve bosluklar 6n taraftan iki adet nostril ile disa agilmaktadir. Nazal

kavite ii¢ boliimden olusmaktadir (Ross, 2015; Gartner, 2017). Bunlar;

1. Nazal Vestibil
2. Solunum Bolimi

3. Olfaktor Bolim

2.4.2. Solunum Boéliimii

2.4.2.1. Akcigerler (Pulmones)

Solunum sisteminin temel organi olan akcigerler gogiis kafesi icerisinde
yerlesmistir. Gogiis boslugunu c¢evreleyen seréz zarin (ployra) viseral yapragi organi
distan g¢evreler. Ployranin bosluga bakan yliziinde tek sirali yass1t mezotel hiicreleri
bulunur. Altinda gevsek bag dokulu subseroza katmani yer alir. Subseroza katmani
icinde kollagen ve elastik iplikler ile diiz kas hiicreleri bulunur. Akciger kapsiiliinii
olusturan bu bag doku yapist organ igerisine girerek organi loplara daha sonra
lopguklara ayirir. Interstisyum diye adlandirilan bag doku bélmeleri loplar arasinda
daha genis, lopcuklar arasinda ise daha dar bir alan1 isgal eder. Kan ve lenf damarlari,
sinirler ve solunum borucuklarinin hepsi interstisyumda yer alirlar. Akciger
yapisindaki olusumlar fonksiyonlarina bagli olarak havayi ileten borular ve

respiratorik doku olmak tiizere iki béliimde incelenir (Aytekin vd., 2008).
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Havayi ileten Borular

Havayi ileten borular sistemi, trakeyanin goglis boslugunda ikiye ayrildigi
yerden (bifurkasyon) baslayip respiratorik dokuya kadar devam eden boliimdiir.
Bronchus (bronkus- brons) ve bronchiolus (bronkulus- bronsguk) olmak tizere iki
boliimden olusur (Aytekin, vd., 2008).

Bronslar

Bifurkasyon noktasindan itibaren akcigerin hilusuna kadar olan ilk bronslar,
akciger dokusu disinda yer alan ekstrapulmoner bronslardir. Akcigerlere hilusdan
girdikten sonra organ icinde dallanarak seyreden bdliimii ise intrapulmoner
bronslardir. Bronglar akciger icerisinde dallanarak caplari kiigiiliir. Bir bronsun ¢api,

kendisinden dallanan bronslarin toplam ¢apindan kiigiiktiir.

Bronslar bifurkasyon noktasindan itibaren, son kollar1 olan bronscuklara kadar
ayni yapiyr gosterir. Brons lumenini c¢evreleyen mukoza repiratorik mukoza
ozelligindedir. Bronslar1 disaridan ¢evreleyen katman adventisya karsiligidir. Akciger
dokusunda bulunan interstisyel bag dokunun bronslar etrafinda yerlesenidir. Bag doku
icinde sinir telleri, bronglara ait besleyici damarlar, akcigerin fonksiyonel damarlar
olan arteriya ve vena pulmonalisler bulunur. Bu hali ile bronslar ¢evre dokuya gevsek

olarak baglanir (Aytekin vd., 2008).
Bronscuklar

Bronglarin bitmesiyle havayr ileten borularin duvar yapisinda bir takim
degisimler goriiliir. Par¢ali kikirdak ve submukozadaki bez yapilar1 tamamen ortadan
kalkar. Gegis siirecinde once parcali kikirdak, sonra da bezler kaybolur. Bezlerin
kayboldugu yerden itibaren kanal, bronsguk adin1 alir. Epitel katmanda da degisim s6z
konusudur. Brongcuklarin baslangicindan itibaren epitel, tek katli prizmatik yapiya
dontigiir. Brongcuklarin bronglardan sonra gelen ilk boliimlerine bronkulus verus
(bronkulus terminalis) ad1 verilir. Son boliimleri yani respiratorik dokuya ¢ok yakin
boliimleri bronkulus alveolaris (bronkulus respiratoryus)’ lerdir. Bronkulus
alveolarislerde yassi epitel hiicreleri, silyumlu hiicreler yaninda silyumsuz hiicreler de

(Clara hiicreleri) bulunur. Kadeh hiicreleri tamamen yok olmustur (Aytekin vd., 2008).
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Respiratorik Doku

Sistemin fonksiyonlarini yerine getirmede en 6nemli bolimidiir. Bu kisimda
Ozellesmis yapilar bulunmaktadir. Akciger lopguklar icerisinde yer alan fonksiyonel
tinite alveol denilen yapilardan olusur. Cok sayida alveoliin birlesmesi ile kese
seklinde bir yap1 olusur buna sakkulus alveolaris denir. Bronsguklarin son boliimii olan
bronkulus alveolaris, sakkulus alveolarise acilir. Sakkulus alveolarisi olusturan
alveoller, interalveolar septum ile baglanti halindedir. Alveoller akcigerin slingerimsi
dokusunu olustururlar. Interalveolar septumlarda bag doku iginde elastik iplikler ve
diiz kas hiicreleri bir arada bulunurlar. Bu yap1 havanin alveollerden, dolayisiyla

sakkulus alveolarisinden disar1 verilmesinde 6nemli rol oynar.

Sakkulus alveolaris arasinda bulunan bag doku intersakkuler interstisyum olarak
adlandirilir. Alveol keseleri arasinda bulunan bag doku yapisindaki interstisyum,
birbirine komsu keselerin bazi alveolleri arasinda ¢ok incedir ve alveoller birbiriyle
temas halindedir. Temas halindeki alveoller arasinda yer yer por denilen agikliklar

bulunur. Boylelikle komsu sakkulus alveolarisler arasinda luminal iliski kurulur.

Alveoller, oksijen ve karbondioksit degisiminin yapildig1 iinitelerdir. Alveol
lumenini g¢evreleyen epitel tek siralidir. Bu hiicrelerin sitoplazmalari1 son derece
incelmistir. Alveol epiteline ait bazal membran ile alveolii ¢evreleyen damarlarin bazal
membrani karsi karsiya gelmistir. Cogu zaman bu bazal membranlar birbirine karsirlar
ve tek olarak goriiliirler. Daha sonra da kapiller damar liimenini gevreleyen endotel
hiicresinin sitoplazmasi ve damar iginde yer alan alyuvarlar bulunur. Igte, alveolii
cevreleyen ince sitoplazmali epitel hiicreleri pnomosit I’lerdir. Bu kisimdan gaz
degisimi gergeklesir. Kanla gelen karbondioksitin alveole verilmesi ve soluk almayla
alveole gelen oksijenin kana ge¢mesi son derece incelmis bu duvardan olur. Bu

katmanlarin tiimiine kan-hava bariyeri ad1 verilir.

Alveol duvarinda yer alan ikinci grup hiicre pnémosit II’lerdir. Bunlar daha
azinlikta olup yuvarlaga yakin, lumene dogru ¢ikintili hiicrelerdir. Organel yoniinden
zengin olan bu hiicreler mikrovillus tagirlar ve surfaktant denilen maddeyi salgilarlar.
Surfaktant, antiatelektazik faktor olan alveollerin epiteli iizerinde bir katman olusturur.
Alveol duvarini gergin tutarak kapanmalarint onler. Atelektaziyi onleyen baska bir
mekanizma da daha 6nce bahsedildigi gibi interalveoler septum, interlobuler alanlar,
interlober alanlar ve bunlarin subploral alanda bulunan elastik iplik ve diiz kaslarla
olan iliskisidir.
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Akciger dokusunda bulunan bir bagka hiicre de alveol epitelinin altindaki bag
dokuda bulunan alveoler makrofajlardir. Bunlar organizmada mononuklear fagositik
sisteme dahil hiicrelerin akciger dokusundaki temsilcileridir. Kandaki monositlerden
koken alan bu hiicreler, zaman zaman alveol epitelleri arasindan alveol llimenine

cikarak zararli maddeleri fagosite ederler (Aytekin vd., 2008).

2.5. Timokinonun Akcigerler Uzerindeki Etkisi

Akcigerler ve timokinon {izerinde yapilmis olan ¢alismalarda timokinonun
akcigerler {izerinde koruyucu etkileri oldugu goriilmustir (El Gazzar, et al., 2006;
Giizelsoy vd., 2018). Timokinon dispne ve astim dahil solunum yolu hastaliklarina
kars1 terapotik etkilere sahiptir (Isik, et al., 2005). Timokinonun, siganlarda
antiapoptotik etki gostererek sicanlarda kronik toluen maruziyeti kaynakli akciger
hasarin1 azalttigi ve timokinonun siklofosfamid kaynakli pulmoner hasara karsi

koruyucu oldugu gosterilmistir (Kanter, 2011; Suddek, et al., 2013).

Timokinonun; si¢anlarda pulmoner fibroz ilerleyisini azalttigi, bleomisinin
indiikledigi, inflamatuar hiicre infiltrayonunu, hava alveollerinde amfizemi, brons
etrafindaki lenfoid hiperplastik hiicre aktivasyonunu ve bleomisin kaynakli akciger
dokusunda NF-kB’nin aktif form over-ekpresyonunu oOnledigi ve glutatyon S-
transferaz ve SOD antioksidan enzim aktivitesini normal degerlere getirdigi

bildirilmistir (EI-Khouly D, et al., 2012).

Akcigerlerde timokinon koruyucu 6zellik olarak alerjik yanitta antiinflamatuar
etki gostermektedir. OVA duyarli farelerde timokinonun IP enjeksiyonu alerjik
havayolu inflamasyonunu azaltmigtir. Bronsial astim, kronik hava yolu
inflamasyonuyla karakterize bir hastaliktir. Lokotrienler ise astim patolojisinde
inflamatuar mediyatorler olarak rol oynar. Yapilmis olan ¢aligmada, timokinonun,
lokotrien biyosentezinde bas enzim olan 5-lipoksijenaz ekspresyonunu inhibe ederek
LT-B4 ve LT-C4 seviyelerini diizenledigi gosterilmistir (EI Gazzar, et al., 2006;
Hayat, et al., 2011).

2.5.1. Timokinonun Antioksidan Etkisi
Antioksidanlar, olusan radikalleri ortamdan wuzaklastirma, hasar gdren
molekiilleri onarma ve temizleme, radikal olusumunu 6nleme gibi radikallere karsi
meydana gelmis mekanizmadir. Yapilmis olan bircok calismaya goére timokinonun
farkli mekanizmalarla antioksidan etkileri oldugu bildirilmistir. 2002 yilinda El-
Dakhakkny ve arkadaglarinin yapmis oldugu c¢alismada timokinonun 5-
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hidroksieikosa-tetraenoik asit gibi 5-lipooksigenaz iiriinlerinin olusumunu inhibe ettigi
gosterilmistir. Inhibe ettigi gosterilen bu molekiiller kolon kanseri hiicrelerinin
yasayabilmesi i¢in gereklidir. Timokinonun hidroksil radikalleri ve siiperoksit radikal
anyonu da dahil olmak {izere ¢esitli oksijen tiirleri ilizerine radikal temizleyici etkisi
oldugu gosterilmistir (Kruk, et al., 2000; Mansour, et al., 2001; Badary, et al., 2003).
Bununla birlikte timokinon, siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz ve glutatyon
peroksidaz gibi hepatik antioksidan enzimlerde ciddi bir azalmaya neden olur (Badary,
et al., 2000).

Yapilan in vitro ¢alismalar Nigella sativa tohumu ekstratinin akrep ve yilan
zehirlerinin hemolitik aktivitelerini inhibe ettigi (Sallal, et al., 1996), eritrositleri
hidrojen peroksitin sebep oldugu lipid peroksidasyonuna, protein degradasyonuna,
deformasyon kaybina ve osmotik frajilitenin artmasina kars1 korudugu (Suboh, et al.,
2004), girtlak kanseri hiicrelerini kortisol veya lipopolisakkaritler tarafindan
indiiklenen apoptoza (programlanis hiicre 6liimii) kars1 korudugu (Corder, et al., 2003)

gosterilmigtir.

27



3. MATERYAL VE METOD

3.1. Deney Hayvanlar1 ve Bakim Kosullari

Calisma Ondokuz Mayis Universitesi Deney Hayvanlari Uygulama ve
Arastirma Merkezi, Ondokuz Mayis Universitesi Veteriner Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali’nda yiiriitiildi. Caligma materyali olarak 35 adet Sprague
Dawley 1rki erigkin disi rat kullanildi. Ratlar, Deney 1, Deney 2, Deney 3, Deney 4 ve
Kontrol olarak 5 gruba ayrildi ve her grup 7’ser rattan olustu. Ratlar ad libitum, pelet
seklinde standart rat yemi ile beslenerek, igme suyunu serbest olarak tiiketerek ve 12
saat aydinlik /12 saat karanlik periyodunda, 21-23 ° C sicaklik ve %50-60 nem igeren
ortamda bakildi. Ratlarin her timokinon uygulamasi 6ncesinde canli agirliklar tartilip,

uygulanacak olan timokinon miktar1 belirlendi.
Calisma Plam
Ratlar, 1. grup (Deney 1)
2. grup (Deney 2)
3. grup (Deney 3)
4. grup (Deney 4)

5. grup (Deney 5) olmak lizere 7’ser rattan olusan 5 gruba ayrilacak ve deney 42

giin stirdiiriilecektir.

3.2.Calisma Soliisyonunun Hazirlanmasi
1.Gruptaki (Deney 1) ratlara 1ml/kg dozdaki timokinon, etanol ve serum
fizyolojik 1/1 (v/v)de hazirlanarak intraperitoneal (ip) olarak 42 giin siire ile her giin

diizenli olarak enjekte edildi.

2.Grupdaki (Deney 2) ratlara 2ml/kg dozdaki timokinon, etanol ve serum
fizyolojik 1/1 (v/v)de hazirlanarak intraperitoneal (ip) olarak 42 giin siire ile her giin

diizenli olarak enjekte edildi

3.Grupdaki (Deney 3) 10mg/kg dozda timokinon agizdan gavaj sonda yardimi
ile uygulandi.

4.Gruptaki (Deney 4) 20 mg/kg dozda timokinon agizdan gavaj sonda yardimi
ile uygulandu.

5.Kontrol grubuna ise herhangi bir uygulama yapilmada.



3.3. Hayvanlarin Canh Agirhk Olgiimii, Organlarin Alinmasi, Tespit ve
Takip

Calisma sonunda ratlar canli viicut agirliklart alindiktan sonra ketamin+

ksilazin anestezisi altinda uyutuldu. Sonrasinda ratlara servikal dislokasyon yapilarak

akcigerleri alinarak tespit edildi.

Tiim gruplara ait ratlarin akciger dokular1 24 saat siire ile %10’luk Tamponlu
Formaldehit tespit soliisyonuna tespit edildi. Rutin doku takibi prosediirleri
uygulanarak, dokular parafin bloklara gémiildii. Parafin bloklardan 5 p’luk kesitler
alindiktan sonra normal histolojik yapinin incelenmesi i¢in Crossmon’in ii¢lii boyama
teknigi uygulandi (Crossman, 1937). Ayrica parafin bloklardan alinan 5 p’luk doku
kesitlerinde INOS ve SOD’un varligi immunohistokimyasal ydntemlerden

streptavidin-biotin-kompleks yontemi kullanilarak gosterildi.

Elde edilen preparatlar Nikon E-501 arastirma mikroskobu altinda ve Nikon
digital-sight DS-Fil goriintiileme sistemi ile fotograflandi. Immunohistokimyasal
degerlendirmeler boyanmama (-), zayif boyanma (+), orta siddette boyanma (++) ve

siddetli boyanma (+++) 6zelliklerine gére 0’dan 3’e kadar degerler verilerek yapildi.
3.4. Immunohistokimyasal Boyama

Parafin bloklardan alinan 5 p’luk akciger kesitlerinde iNOS ve SOD’un varligi
immunohistokimyasal ~ yontemlerden  streptavidin-biotin-kompleks  yontemi

kullanilarak gosterildi.
3.4.1. Gerecler
Antikor sulandirma soliisyonu

Primer antikorlarin istenilen konsantrasyona sulandirilmasi sirasinda Zymed

firmasina ait 00-3118 kod numarali Antibody diluent reagent solution kullanild.
Protein Bloklama Soliisyonu

Mouse and Rabbit Specific HRP/DAB (ABC) Detection IHC kit (ab64264)

igerisinde bulunan bloking soliisyonu kullanildi.
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Primer Antikor

Calismada, Biont firmasina ait iNOS (Abcam, ab3523) ve rabbit poliklonal SOD
(Bioss, bs-10216R) rabbit poliklonal primer antikorlari kullanildi. iNOS antikoru

1:200, SOD antikoru 1:750 oraninda antikor sulandirma soliisyonu ile sulandirildi.
Sekonder Antikor

Mouse and Rabbit Specific HRP/DAB (ABC) Detection IHC kit (ab64264)

icerisinde bulunan sekonder antikor kullanildi.
StreptavidinPeroksidaz

Mouse and Rabbit Specific HRP/DAB (ABC) Detection IHC kit (ab64264)

icerisinde bulunan HRP-Streptavidin biotin peroksidazi kullanildu.
Kromojen

Zymed firmasina ait 31079800 kodlu3’3-diaminobenzidine hydrochloride
(DAB) kromojen ve substratlar kullanildi.

DAB kromojen ve DAB substrat karigimindan (Iml distile suya 1, 2 ve 3
numarali substrattan 1’er damla karistirilarak) dokularin iizerini kapatacak sekilde
preparatlara damlatilarak 10 dakika beklendi. Bu soliisyon immunohistokimyasal

boyama sirasinda taze olarak hazirlandi ve hazirlandiktan hemen sonra kullanildu.
Immunohistokimyasal Boyamada Kullanilan Soliisyonlar
Poly-L-lysine Soliisyonu

Immunohistokimyasal boyamalarda kullanilacak olan lamlar, distile su
icerisinde %15°luk Poly-L-lysine (Sigma P 8920) soliisyonu igerisinde 10-15 dakika
bekletildi ve 37°C’lik etiivde bir gece kurutuldu. Ertesi giin kesitler bu lamlara ¢ekildi.

Phosphate Buffered Saline (PBS) Soliisyonu

Immunohistokimyasal boyamalar sirasinda biitiin yikamalar igin kullanilan PBS
soliisyonu, sodyum kloriirden (Merck,1.064.0100) 7,2 g, di-sodyum hidrojen fosfattan
(Merck,1.06586.0500) 1,48 g, sodyum dihidrojen fosfat monohidrattan (Merck,
1.06346.0100) 0,43 g tartilarak 1 It distile su i¢inde eritilerek hazirlandi.
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Hidrojen Peroksit Soliisyonu

Dokulardaki endojenperoksiti ortadan kaldirmak {izere distile su igerisinde
%3’lik hidrojen peroksit (6 ml hidrojen peroksit + 64 ml distile su) (Merck
1.08600.1000) soliisyonu hazirlandi.

Sitrat Buffer Solusyonu

Dokulardaki antijeni agiga ¢ikarmak i¢in 1000 ml distile suya 2,1 g Sitrik asit
(Merck, 1.00242.1000) eklenip karistirildi.

Immunohistokimyasal Boyama Prosediirii

Streptavidin- Biotin- Peroksidaz yontemine gore yapilan boyamada;
1- Polilizinli lama g¢ekilen dokular 37° C lik etiivde kurutuldu.

2- Deparafinizasyon islemi i¢in, dokular ksilole alind1 (2x10 dakika).

3- Kesitler %100’liik alkol (2x5 dakika), %96’ lik alkol (2x5 dakika), %80°lik ve
%70’1ik alkol (5 dakika) soliisyonlarindan gegirildi.

4- Dokulardaki antijeni ac¢iga c¢ikarmak ig¢in sitratbuffer (pH:6) soliisyonu
icersine alan kesitler mikrodalga firinda, 700 watt’lik devirde, 3 defa olmak iizere
5’er dakikalik 1sitma islemine tabi tutuldu. Daha sonra sitrat buffer soliisyonu

icersindeki kesitler 20 dakika oda 1sisinda sogumaya birakildi.
5- Sitrat buffer soliisyonundan ¢ikarilan kesitler PBS ile yikanda.

6- Endojen peroksidaz aktivitesini onlemek i¢in, dokular %3’liik hidrojen
peroksit (6ml H202 + 64 ml distile su) soliisyonu igersinde 10 dakika inkiibe edildi.

7- Kesitler PBS icersinde 3 defa olmak iizere 5’er dakika yikanda.

Bundan sonraki asamalarda kesitlerin kurumasini 6nlemek amaci ile kesitler

chamber icerisine konuldu.

8-PBS soliisyonundan ¢ikarilan dokularin etrafi iyice kurulandiktan sonra
tizerlerine protein bloke edici sollisyon damlatildi ve 20 dakika beklendi.
9- Kesitler yikanmadan iizerlerine 1/200 vel/750 oraninda sulandirilmis primer
antikorlar damlatilarak (30ul), 4°C de 1 gece bekletildi. Bu arada negatif
kontrol grubu dokular1 bloking soliisyonunda bekletildi.

10- Daha sonra kesitler PBS icersinde 3 defa olmak {izere 5’er dakika yikandi.
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11-PBS’den ¢ikan kesitlerin iizerine Biyotin damlatilarak oda sicakliginda 15
dakika inkiibe edildi ve sonra dokular PBS i¢ersinde 3 defa olmak {izere 5’er

dakika yikandu.

12-PBS’den ¢ikan dokular iizerine streptavidin-biotin-peroksidaz-kompleks
damlatilarak oda sicakliginda 15 dakikainkiibe edildi.

13- DAB kromojen ve DAB substrat karisimindan (1ml distile suya 1, 2 ve 3
numarali substrattan 1’er damla eklenerek) kesitlerin lizerini kapatacak sekilde

preparatlara damlatilarak 5 dakika beklendi.
14- Daha sonra kesitler distile su ile yikandi.
15- Distile sudan ¢ikan kesitler cesme suyunda yikandi.

16- Daha sonra kesitler ¢ekirdek boyamasi i¢in 10 sn. Harris hematoksilen

sollisyonunda bekletildi.

17- Hematoksilen soliisyonundan ¢ikan dokular ¢esme suyu ve distile suda

yikandi.

18- Yikama isleminden sonra dokular dereceli alkollerden (%96, 100) gegirilerek
ksilole alind1 (3x10 dakika).

19- Kesitler tizerlerine entellan damlatilarak lamel ile kapatildi.
Degerlendirme

Immunhistokimyasal degerlendirme; akcigerlerdeki bronslar ve bronscuklarin
epitel hiicreleri, brons ve bronscuklarin duvar yapis1 ve alveol epitel hiicrelerinin
boyanma yogunluguna bakilarak yapildi. Degerlendirme bagimsiz gozlemciler
tarafindan, boyanmama (-), zayif boyanma (+), orta siddette boyanma (++) ve siddetli

boyanma (+++) 6zelliklerine gére 0’dan 3’°e kadar degerler verilerek yapildi.
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4. BULGULAR
4.1. Histokimyasal bulgular

Akciger dokusu incelendiginde; organin distan fibroz bir kapsiille sarili oldugu
belirlendi. Organa 6zgii alveoler yap1, brons, bronscuklar (bronsiyol) ve damarlar net

olarak belirlendi.

Organ; brons, bronscuk, alveoller yoniinden incelendiginde gruplar arasinda

baz1 morfolojik farkliliklar tespit edildi.

1.Grup: Preparatlar degerlendirildiginde; alveolar yapinin, interalveolar septal
dokunun kontrol grubuna goére normal oldugu belirlendi. Brons ve bronsiyollerin

yapist genel olarak kontrol grubundaki yapiya benzerdi. Lenfosit infiltrasyonlarinda

belirgin azalma oldugu tespit edildi (Sekil 4.1, 4.2).
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Sekil 4.1. 1ml/kg (ip) thymoquinone akciger genel goriiniim, {iclii boyama x 4’liikk objektif

Yildiz: alveol ok isareti: brons ve bronscuklar



Sekil 4.2. Iml/kg (ip) thymoquinone akciger genel goriiniim, liclii boyama x 10°lik objektif

Yildiz: alveol ok igareti: brons ve brongcuklar

2. Grup: Doku incelendiginde brons ve bronsiyollerin epitellerinde yer yer
dejenerasyonlarin varligr tespit edildi. Lenfosit infiltrasyonlarmin ve bronsiyol
epitellerindeki dejenerasyonlarin kontrol grubuna gore oldukca azalmis oldugu
belirlendi. (Sekil 4.3, 4.4).
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Sekil 4.4. 2ml/kg (ip) thymoquinone akciger genel gériiniim, tiglii boyama x 10’luk objektif
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3. Grup: Preparat genel olarak degerlendirildiginde; kontrol grubunun
bulgularma benzer bulgular gdzlendi. interalveolar septal dokuda kalinlasma ve
alveol yapilarinda yer yer c¢ok hafif derecede dejenerasyonlara rastlanildi.
Bronsiyollerin duvarlarinda ve interalveolar bolgede yogun lenfosit infiltrasyonlari
ve bazi bolgelerde follikiil tarzinda lenfosit odaklar1 saptandi. Ayrica brons ve
bronsiyollerin epitel dokularinda da doku biitiinliigliniin hafif derecede bozulmus

oldugu belirlendi (Sekil 4.5, 4.6).

Sekil 4.5. 10 mg/kg (gavaj) thymoquinonei akciger genel goriiniim, {i¢lii boyama x 4’likk

objektif Yildiz: alveol ok isareti: brong ve bronscuklar
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Sekil 4.6. 10 mg/kg (gavaj) thymoquinonei akciger genel gériiniim, ti¢lii boyama x 10’luk

objektif Yildiz: alveol ok igareti: brong ve brongcuklar

4. Grup: Doku incelendiginde brons ve bronsiyollerin epitellerinde yer yer
dejenerasyonlarin varlig1 tespit edildi. Lenfosit infiltrasyonlarinin ve bronsiyol
epitellerindeki dejenerasyonlarin kontrol grubuna ve {iglincli gruba gore daha hafif

oldugu belirlendi (Sekil 4.7, 4.8).
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Sekil 4.8. 20 mg/kg (gavaj) thymoquinone akciger genel goriiniim, tiglii boyama x 10’lu objektif
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Kontrol Grubu: Genel olarak akcigerler incelendiginde; interalveolar septal
dokuda kalinlagsma, alveol yapilarinda yer yer ¢ok hafif derecede dejenerasyonlara
rastlanildi. Brongiyollerin duvarlarinda ve interalveolar bolgede yogun lenfosit
infiltrasyonlar1 ve bazi bolgelerde follikiil tarzinda lenfosit odaklar1 saptandi. Ayrica
brons ve bronsiyollerin epitel dokularinda da doku biitlinliigliniin hafif derecede
bozulmus oldugu belirlendi (Sekil 4.9, 4.10).
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Sekil 4.9. Kontrol grubu akciger genel goriiniim, ii¢lii boyama x 40’liik objektif

Yildiz: alveol ok isareti: brons ve bronscuklar
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Sekil 4.10. Kontrol grubu akciger genel goriiniim, ti¢lii boyama x 10’luk objektif

Yildiz: alveol ok isareti: brons ve bronscuklar

4.2. immunohistokimyasal Bulgular:

Immunohistokimyasal olarak iNOS ve SOD ekspresyonunu belirlenen tiim
gruplara ait akciger preparatlarinin degerlendirilmeleri, brons ve bronsiyollerin epitel
hiicrelerinin, brons ve bronsiyol duvarindaki hiicrelerin ve alveol duvarinda bulunan
hiicrelerin reaksiyon yogunluguna bakilarak yapildi. Degerlendirme bagimsiz
gozlemciler tarafindan, boyanmama (-), zayif boyanma (+), orta siddette boyanma
(++) ve siddetli boyanma (+++) 6zelliklerine gore 0 ile 3 puanlar1 arasinda degerler
verilerek yapildi. Tiim gruplarda brong ve bronsiyollerin epitel hiicrelerinde, brong
ve bronsiyol duvarindaki hiicrelerde ve alveol duvarinda bulunan hiicrelerde farkli
siddetde boyanma reaksiyonlar1 gozlendi. Negatif kontrol preparatlarinda herhangi

bir boyanma gézlenmedi (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11: Negatif kontrol x10

INOS; Gruplara ait preparatlar ayri ayr1 degerlendirildiginde immun pozitif
reaksiyonlarin genellikle brons ve bronsiyollerin epitel hiicrelerinde, brons ve
bronsiyol duvarindaki hiicrelerde ve alveol duvarinda farkli siddetlerde oldugu
gozlendi. Gruplar kendi aralarinda ayritili olarak degerlendirildiginde; en yogun
reaksiyonlarin kontrol grubunda oldugu, diger gruplarda ise daha hafif immun

reaksiyonlar oldugu belirlendi.

Gruplari kendi iglerinde degerlendirdigimizde ise;

1. Grup: Akciger dokusu ayrintili olarak incelendiginde; brons ve bronsiyol
epitellerinde birbirlerine benzer olarak zayif siddette immun reaksiyonlar gozlendi.
Alveol duvarinda da brons ve bronsiyollere benzer sekilde zayif siddette immun
pozitif reaksiyonlar tespit edildi (Sekil 4.12, 4.13, Tablo 4.1)
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1 ml/mg timokinon (ip) grubu iNOS ekspresyonu x 10’luk objektif, Ok:immun pozitif

hiicreler

Sekil 4.12.
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Sekil 4.13. 1 ml/mg timokinon (ip) grubu iNOS ekspresyonu x 20’luk objektif, Ok: Immun pozitif
hiicreler

2. Grup: Brons ve brongsiyol epitellerinde orta siddette immun reaksiyonlar
gozlenirken, alveol duvarlarinda zayif siddette immunpozitif reaksiyonlar tespit

edildi. (Sekil 4.14, 4.15, Tablo 4.1)
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Sekil 4.14. 2 ml/mg timokinon (ip) grubu iNOS ekspresyonu x 10’luk objektif, Ok: Immun pozitif
hiicreler
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Sekil 4.15. 2 ml/mg timokinon (ip) grubu iNOS ekspresyonu x 20’luk objektif, Ok: Immun pozitif
hiicreler

3.Grup: Alveol duvarinda orta siddette immun reaksiyonlarin oldugu
belirlendi. Brons ve bronsiyollerde ise immun reaksiyonlarin siddetli derecede

oldugu tespit edildi. (Sekil 4.16, 4.17, Tablo 4.1)
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Sekil 4.16. 10 mg/kg timokinon (gavaj) grubu iNOS ekspresyonu x 10’lik objektif, Ok: Immun
pozitif hiicreler
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Sekil 4.17. 10 mg/kg timokinon (gavaj) grubu iNOS ekspresyonu x 20’lik objektif, Ok: immun
pozitif hiicreler

4. Grup: Preparatlar ayrintili olarak incelendiginde; alveollerde, brons ve
bronsiyollerdeki immun reaksiyonlarin birbirine benzer olarak orta siddette oldugu
tespit edildi (Sekil 4.18, 4.19 , Tablo 4.1).
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Sekil 4.18.

20 mg/kg timokinon (gavaj) grubu iNOS ekspresyonu x 10’luk objektif, Ok: immun

pozitif hiicreler
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Sekil 4.19. 20 mg/kg timokinon (gavaj) grubu iNOS ekspresyonu x 20’luk objektif, Ok: Immun
pozitif hiicreler

Kontrol Grubu: Preparat degerlendirildiginde; alveollerde, brons ve

bronsiyollerde biribirine benzer sekilde c¢ok hafif derecede immun pozitif

reaksiyonlar tespit edildi (Sekil 4.20, 4.21, Tablo 4.1).
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Sekil 4.21. Kontrol grubu iNOS ekspresyonu x 20’luk objektif, Ok: immun pozitif hiicreler
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Tablo 4.1. iNOS’un ortalama immunohistokimyasal reaksiyon siddetleri

Grup Kontrol 1.Grup 2.Grup 3.Grup 4.Grup

Grubu (Aml/mg,ip) (2ml/mg,ip) (10mg/kg,gavaj) (20mg/kg,gavaj)

Brons ve
bronsiyol epiteli + + ++ +++ ++
Alveol Duvar + + + ++ ++

Boyanmama (-), zayif boyanma (+), orta siddette boyanma (++) ve siddetli boyanma (+++)

SOD; Gruplara ait preparatlar ayr1 ayr1 degerlendirildiginde immun pozitif
reaksiyonlarin genellikle brong ve bronsiyollerin epitel hiicrelerinde, brons ve
bronsiyol duvarindaki hiicrelerde ve alveol duvarlarinda farkli siddetlerde oldugu
gozlendi. Gruplar1 kendi aralarinda ayritili olarak degerlendirdigimizde ise brons
epitellerinde en yogun immun pozitif reaksiyonlarmn 1 mg/kg ip timokinon

uyguladigimiz birinci grupta oldugu tespit edildi.

1.Grup: Preparatlar incelendiginde, brons ve bronsiyol epitellerindeki
reaksiyonlarin siddetli oldugu ve kontrol grubuna gore reaksiyon siddetinin arttigi
belirlendi. Alveol duvarlarinda ise zayif siddette immun pozitif reaksiyonlar tespit
edildi (Sekil 4.22, 4.23 , Tablo 4.2)

o1



1 ml/mg timokinon (ip) grubu SOD ekspresyonu x 10’luk objektif, Ok: immun pozitif

hiicreler

Sekil 4.22.
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Sekil 4.23. 1 ml/mg timokinon (ip) grubu SOD ekspresyonu x 20’luk objektif, Ok: immun pozitif
hiicreler

2. Grup: Alveollerde, brons ve bronsiyol epitellerinde birbirine benzer olarak

orta siddette immun pozitif reaksiyonlar gézlendi (Sekil 4.24, 4.25, Tablo 4.2).
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Sekil 4.24. 2 ml/mg timokinon (ip) grubu SOD ekspresyonu x 10’luk objektif, Ok: Immun pozitif
hiicreler

54



Sekil 4.25. 2 ml/mg timokinon (ip) grubu SOD ekspresyonu x 20’luk objektif, Ok: immun pozitif
hiicreler

3. Grup: Preapartlar degerlendirildiginde, kontrol grubuna benzer olarak orta
siddette immun reaksiyonlarin brons ve bronsiyol epitellerinde oldugu tespit edildi.
Alveollerde ise zayif siddette immun pozitif reaksiyonlarin varligi tespit edildi (Sekil
4.26, 4.27, Tablo 4.2).
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10 mg/kg timokinon (gavaj) grubu SOD ekspresyonu x 10’luk objektif, Ok: immun

pozitif hiicreler

Sekil 4.26.
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Sekil 4.27. 10 mg/kg timokinon (gavaj) grubu SOD ekspresyonu x 20’luk objektif, Ok: immun
pozitif hiicreler

4.Grup: Dokular incelendiginde, brons ve bronsiyol epitellerindeki
reaksiyonlarin zayif siddette oldugu gozlenirken, alveol duvarlarinda orta siddette

immun pozitif reaksiyonlar tespit edildi (Sekil 4.28,4.29, Tablo 4.2).
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Sekil 4.28. 20 mg/kg timokinon (gavaj) grubu SOD ekspresyonu x 10’luk objektif, Ok: immun
pozitif hiicreler
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Sekil 4.29. 20 mg/kg timokinon (gavaj) grubu SOD ekspresyonu x 20’luk objektif, Ok: Immun
pozitif hiicreler

Kontrol Grubu: Alveollerde, brons ve bronsiyol epitellerinde birbirine benzer

olarak orta siddette immun pozitif reaksiyonlar gézlendi (Sekil 4.30, 4.31, Tablo 4.2).
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Sekil 4.31. Kontrol grubu SOD ekspresyonu x 20°luk objektif, Ok: Immun pozitif hiicreler
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Tablo 4.2. SOD’un ortalama immunohistokimyasal reaksiyon siddetleri

Grup Kontrol 1.Grup 2.Grup 3.Grup 4.Grup
Grubu (Aml/mg,ip)  (2ml/mg,ip) (10mg/kg,gavaj) (20mg/kg,gavaj)

Brons ve

bronsiyol epiteli ++ +++ ++ ++ +

Alveol Duvari ++ + ++ + ++

Boyanmama (-), zayif boyanma (+), orta siddette boyanma (++) ve siddetli boyanma (+++)
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5. TARTISMA

Nigella sativa L. tohumunun ugucu yagindan elde edilen timokinonun igerdigi
fenolik bilesiklerden ve faydali farmakolojik etkileri nedeni ile geleneksel olarak ve
tipta tedaviye destek olarak yaygin kullanimi s6z konusudur. Timokinon yiiksek
antioksidan ozellige sahip ana aktif fenolik bir bilesik icermesinden dolayr birgok
calismada antienflamatuar, antimikrobiyal ve antikanserojen gibi faydali etkilere sahip
oldugu ileri siirtilmektedir. Timokinonun oksidatif hasara karsi bobrek, karaciger,
kalp, akciger ve mide lizerinde koruyucu etkilere sahip oldugunu gosteren ¢ok sayida
calisma mevcuttur (EI-Sheikh, et al., 2015). Ancak literatiir taramalar1 sonucunda
antioksidan etkisinin karsilastirmali olarak farkli doz ve uygulama sekline gore
degisiklik gosterip gostermedigini bildiren calismalara rastlanilmamistir. Bu calisma,
antioksidan etkide doz ve uygulama yontemlerinin karsilastirilarak hangi uygulama

yonteminin ve dozun daha etkili oldugunu degerlendirmek amaciyla yapilmistir.

Timokinon ve akcigerler {izerine yapilan c¢aligmalarda; timokinonun
siklofosfamid, toluen ve bleomisin kaynakli akciger hasarini azalttigi, benzopiren
kaynakli mide tiimorlerini engelledigi ve gentamisin ototoksisitesini engelleyerek

koruyucu rol aldig1 yapilan ¢alismalarda bildirilmektedir (Glizelsoy vd., 2018).

Calismamizda tiim akciger dokular1 ayrintili olarak degerlendirildi.
Timokinon’un ip ve oral gavaj yollar1 ile farkl1 dozlarda uygulanmasinin akcigerlerin
histolojik yapisinda belirgin bir farklilik tespit edilemedi. Calismamizin bulgulari,
Yiincii ve ark. nin yapmis olduklar1 ¢alismanin bulgularn ile paralellik gostermektedir

(Yiincii vd., 2013).

Calismamizda  yapilan  immunohistokimyasal —boyamalar  sonucunda,
timokinon’un ip. ve oral gavaj uygulamalar1 sonucunda iNOS ekspresyonunun tiim
gruplarda kontrol grubuna gore artti§i gézlendi. En fazla artisin ise 10mg/kg dozda
oral gavaj uygulamasiin yapildigi grupta oldugu belirlendi. Beydilli ve ark. (2015)
rat beyin dokusunda timokinon ile yaptiklar1 ¢aligmalarinda, deney grubunda iNOS
seviyesinin kontrol grubuna gore azalmis oldugunu bildirmisler. Usta ve ark. (2018)
karaciger ve bobrek dokusu ile yaptiklari ¢alismalarinda timokinon uygulamasinin
kontrol gruplarina gore azalmis oldugunu tespit etmisler. Bu azalis1 ise timokinonun
nitrik oksit ve nitrik oksit sentetaz inhibisyonu ile antioksidan etki olusturdugunu
sOylemislerdir. Calismamizin bulgular1 bahsedilen ¢calismalarin bulgularindan farklilik

gostermektedir (Beydilli vd., 2015; Usta vd., 2018). Yapilan literatiir taramalar1 da



gbozoniine alindiginda, bu farkliligin uygulama sekli, doz ve organa gore degisiklik
gosterdigi bulgularini desteklemektedir (Hojna, et al., 2010).

Sunulan ¢aligmada SOD’un immun ekspresyonun 1mg/kg ip uygulana grupta
kontrol grubuna gore arttig1, diger gruplarda ise kontrol grubuna benzer reaksiyonlarin
oldugu gozlendi. Oksidatif stres durumu ve antioksidan mekanizma iizerine yaptiklari
calismalarinda SOD diizeylerinin artmis oldugunu bildirmisler (Aslankog vd., 2019).
Beydilli vd., (2015) yilinda yaptiklar1 ¢alismalarinda timokinon uygulanan grupta
SOD seviyelerinde artis oldugunu bildirmislerdir. Desali, vd., (2015) tarafindan yapilan
farkli bir ¢galismada Timokinon uygulamasinin SOD seviyelerini arttirdigini, bunu da
lipid peroksidasyonunu azaltarak yapmis olabilecegini sOylemigler. Bizim
¢alismamizin bulgulari bahsedilen galigsmalarla uyumluluk géstermektedir. Parlar vd.,
(2015) akcigerlerde yaptiklari c¢alismalarinda antioksidan mekanizma {izerine
calismislar ve antioksidan belirteclerin timokinon uygulana grupta arttifini
sOylemisler. Mevcut calismamiz Parlar, vd., (2019)’un bulgulart ile uyumluluk

gostermektedir.
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6. SONUC
Calismamizin bulgular degerlendirildiginde, iNOS ve SOD ekspresyonlarinin;

akcigerlerde brons ve bronsiyollerin epitel hiicrelerinde, brons ve bronsiyol
duvarindaki hiicrelerde ve alveol duvarinda bulunan hiicrelerde farkli siddette

reaksiyon gosterdigi belirlendi.

Mevcut calismamizda timokinon uygulanan gruplarin kontrol gruplar ile
karsilastirildiginda hem iNOS hem de SOD ekspresyonlarinda farkli siddetlerde
immun ekspresyonlarin artiginin goézlenmesi, bize timokinon uygulamalarinin
antioksidan mekanizma iizerine olumlu etkisi oldugunu disiindiirmiistiir. Ayrica
sunulan bu c¢alisma ile timokinon’un farkli dozlarinin hem agiz yoluyla hem de
intraperitoneal yolla uygulamalar1 sonrasinda akcigerler iizerine olan olas1 antioksidan
etkileri karsilastirmali olarak incelenmistir. Antioksidan mekanizmada ve
oksidasyonda etkili olan iINOS ve SOD’un akcigerlerdeki lokalizasyon ve
ekspresyonlar1 in vivo olarak gosterilmis ve timokinonun sistemdeki antioksidan
etkileri gosterilmistir. iNOS ve SOD’un ekspresyonlar1 tiim gruplarda alveollerde,
brons ve bronsiyollerde gosterilmistir. Tiim gruplarda farkli immun reaksiyonlarin
gozlenmesi, timokinonun farkli uygulama sekillerinin antioksidan mekanizmay1
inaktive etmedigini gostermistir. Ancak uygulama sekillerine ve doza gore degisiklik
gostermektedir. iNOS i¢in en etkili dozun 10 mg/kg oral gavaj uygulamasinin; SOD

icin 1 mg/kg ip uygulamasinin daha etkili oldugu sonucuna varilmaktadir.
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