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Ozet

Amag: Bu ¢aligmanin amaci Nigella sativa tohumlarindan elde edilen ve anti-inflamatuvar etkilerinin yan1 sira birgok farma-
kolojik etkisi bulunan Thymoquinone (TQ)’in astim iizerine etkisini degerlendirmektir.

Gereg ve Yontem: Bu amagla BAB/c disi fareler 4 gruba ayrildi. Grup I: Kontrol (sham) grubu; Grup 1l: Kronik astim grubu;
Grup I11: Thymoquinone (TQ) (¢orek otu) tedavi grubu; Grup IV: Deksamatazon tedavi grubu. Sham grubu harig¢ tiim gruplara
ovalbumin intraperitoneal olarak verildi ve ardindan inhalasyon ile duyarlilastirildi. inhalasyondan sonra Grup III ve IV deki
farelere sirasiyla 3 mg/kg TQ ve 1mg/kg deksametazon intraperitoneal olarak 5 giin, giinde 1 kez olacak sekilde uygulandi.
Denekler son ilag uygulamasindan 24 saat sonra sakrifiye edildi ve akciger dokular1 histolojik olarak degerlendirildi.

Bulgular: Grup II ile karsilastirildiginda Grup III ve Grup IV deki akciger histolojisinin kontrole yakin oldugu belirlendi.
Grup II’de inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, subepitelial vaskularizasyon ve epitelial hasar oldugu gozlendi. immunohistokim-
yasal olarak, Grup 1I’de VEGF artis1 gézlenirken, Grup III ve Grup IV’de anlamli azalma oldugu gézlendi.

Sonug: Sonug olarak bu ¢alismada, TQ kullaniminin kronik astimin olusturdugu histolojik degisiklikleri hafiflettigi gosteril-
mistir. Sonugta, TQ’nin gelecekte astim igin umut verici bir tedavi ajani olabilecegi diistiniilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Anti-inflamatuvar, fare, kronik astim, thymoquinone, VEGF

Abstract

Objective: The aim of the study is to evaluate the effect of Thymoquinone (TQ), that is obtained from Nigella sativa seeds and
has anti-inflammatory effects, as well as many of the pharmacological effect, on asthma.

Material and Method: BALB/c female mice were divided into four groups: Grup I: Control; Grup Il: Chronic astma; Grup
I11: Thymoquinone (TQ) treated group; Grup IV: Dexamethasone treated group. All groups except for the sham group, were
sensitized with ovalbumin that firstly with intraperitoneal pathway and then inhalation patway. After the inhalation, we app-
lied intraperitoneally 3 TQ and 1 dexamethasone respectively to mice in Group 3 and 4, once a day during last 5 days. The
sham-operated group received nebulized saline in challenge period. Mice in groups 111 and IV were administered TQ at a dose
of 3 mg/kg and dexamethasone 1 mg/kg, respectively, intraperitoneally once a day for the final 5 days of the challenge period.
Animals were sacrificed 24 h after the last drug administration and the airway samples were evaluated histolojical.

Results: Lung histology in Group 111 and Group 1V were similar to Group 1. Inflamatuar cell infiltration, subepithelial vascu-
larization and epithelial damage were observed in Group Il. When VEGF was significantly increased in Group Il, it was dec-
reased significantly Group 111 and Group IV.

Conclusion: As a conclusion, this study demonstrated that TQ administration alleviates the pathological changes of chronic
asthma. TQ might be a promising therapy for asthma in the future.
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Giris

Astim diinyada en sik gézlenen kronik hastaliklardan
birisidir ve diinya niifusunun yaklagik 300 milyo-
nunda astim hastaligi oldugu tahmin edilmektedir (1).
Astim solunum yollarinda gdzlenen tikanma, kronik
inflamasyon ve remodeling sonucunda asir1 derecede
duyarlilik gelistigi bilinen bir hastaliktir (2). Solunum
yollarinin yeniden sekillenme siirecinde diiz kas hi-
pertrofisi, goblet hiicre hiperplazisi, subepitelial fib-
rozis ve anjiyogenezis gergeklesir (3). Ayn1 zamanda,
bronslarin hiperaktivitesi sonucunda brons epitelinde
hasar gozlenir. Epitel hasarina, eozinofil infiltrasyo-
nu, ardindan eozinofillerin degredasyonu ve toksik
graniiler proteinlerin saliimi neden olmaktadir (4,5).
Solunum yollarinda gozlenen hiicresel ve molekiiler
degisikliklere es zamanlh olarak 6dem gelismesi so-
nucunda da astimin tipik karakteristigi olan bronsla-
rin mukoza 6demiyle daralmasi sonucunda episodik
dispne (nefes darlig1) meydana gelir. Uzun donemde
asttim semptomlarinin  kontroliinii saglayabilmek
amaciyla inhale kortikosteroidler ve anti-lokotrinler
gibi giiclii anti-inlamatuvarlar tedavinin temelini
olusturmaktadir (6). Bu tedaviler son doénemde en
cok kabul goren tedaviler olmasina ragmen istenme-
yen yan etkileri ile ilgili problemlerin varligi yeni
tedavi yaklagimlarina gereksinim ortaya koymaktadir.

Thymoquinone (TQ) (¢orek otu) Nigella sativa to-
humundan elde edilen aktif yag formunda bir bile-
sendir (7). Arasidonik asit metabolizmasinin, 5-
lipooksijenaz ve siklooksijenaz yolu {izerinden 16kot-
rien B4, tromboksan B2 ve inflamatuar mediatorlerin
iretimini baskilayarak etkisini gosterir (8). Antioksi-
dan, immunmodiilator etkinligi gosteril-mistir ve
kanser iizerine etkinligini gdsteren hayvan deneyleri
vardir (9,10). Literatiirde allerjik hastaliklar (alerjik
rinit, atopik egzema, astim) lizerine etkinligini goste-
ren ¢aligmalar da yer almaktadir (11). Astim lizerine
doku diizeyinde etkinligi gosterilmis bir adet ¢alisma
bulunmaktadir ve fareleri astimdan koruyucu etkinli-
&i incelenmistir (12).

Vaskiiler endotelial biiylime faktorii (VEGF), Trom-
bosit Kaynakli Biiyiime Faktorleri (PDGF) Siiper
Ailesi’nin {iyesidir ve endotel hiicreleri i¢in 06zgiil
etkilere sahip olan multifonksiyonel bir grup biiyiime
faktoriinii igeren anjiyogenetik bir faktordiir (13).
Astimda hava yollarinda gozlenen vaskiiler sekillen-
me (remodeling) esas olarak VEGEF’in arali-cilik
ettigi artmis anjiyogenez sonucunda meydana gelir
(14). Astimli hastalarda artis gosterdigi ve

mukozal vaskiilarite ile pararellik gosterdigi bilin-
mektedir (14).

Bu ¢aligmanin amaci deneysel astim modeli olustu-
rulan farelerde TQ’ nun astim iizerindeki olasi iyiles-
tirici  etkisinin  VEGF immunohohistokimyasi ile
degerlendirmektir.

Materyal Metod

Deneysel Modelin Olusturulmast

Tiim deneysel prosediirlerin uygulanmasi i¢in Dokuz
Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi, Hayvan Deneyleri
Etik Kurul'undan etik onay alinmistir. Deneysel mo-
delin uygulanmasi i¢in spesifik patojen igermeyen, 6-
8 haftalik, 18-20 gr. agirhiginda, disi BALB/c tiirii
fareler kullanildi. Denekler deney siiresince 12 saat
aydinlik, 12 saat karanlik periyodunda, ad libitum
gida ve su destegi ile beslendiler. Fareler dort gruba
ayrildi. Grup I: Kontrol grubu; Grup II: Kronik astim
grubu; Grup Ill: Thymoquinone (TQ) tedavi grubu;
Grup IV: Deksamatazon tedavi grubu.

Deneysel astim modelinin olusturulmasi icin BALB/c
fareler yiiksek doz ovalbumine maruz birakildi (16).
Astim modellerinin uygulandig1 gruplar olan grup II,
III, IV deneyin 0. ve 14. giinlerinde olmak iizere iki
kez intraperitoneal olarak 10 pg/0.1 mL tavuk yu-
murtasi albumin ve yardimci madde olarak alumin-
yum ile sensitize edildi (ovalbumin, grade V, >98%
pure; Sigma, St. Louis, MO, USA). Ardindan, calis-
ma gruplart olan grup II, III, IV, caligmanin 21. gii-
niinden itibaren 8 hafta boyunca haftada 3 kez giinde
30 dk aerosol haline getirilmis ovalbumine maruz
birakildi. Grup I'deki deneklere deneyin 0. ve 14.
giinlerinde olmak iizere iki kez intraperitoneal olarak
salin solusyonu uygulandi ve 21. giiniinden itibaren 8
hafta boyunca haftada 3 kez giinde 30 dk aerosel
haline getirilmis ovalbumine maruz birakildi. Inha-
lasyon tiim viicut maruz kalacak sekilde uyguland: ve
denekler sensitize edildi. Ortamin sicaklik ve nem
orani sirastyla 20-25'C ve %40-60'd1. Normal salin
igerisene ¢oziilen %2.5’lik ovalbumin solusyonu
homojen bir sekilde jet nebulizator ile piiskiirtiildii.
Partikiil solusyonu 10-20 mg/m? olacak sekilde akis
hiz ayarlandi ve denekler nebullendi (16,17).

Deneklere TQ uygulanmasi

Grup I’e salin solusyonu uygulandi. Grup III ve grup
IV’e sirastyla 3 mg/kg TQ (Sigma Aldrich), 1mg/kg
Deksametazon intraperitoneal olarak uygulandi.
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Inhalasyon siireglerinden sonra 5 giin boyunca giinde
bir kez uygulandi. TQ ve dexametazonun intraperito-
neal dozlar i¢in BALB/c fareler ile yapilmis benzer
deneylerden faydalamildi (16,17,18).

Histolojik Inceleme

Deney siirelerinin sonunda elde edilen akciger doku
ornekleri rutin 1sik mikroskobik doku takibinden
gegirilerek parafin bloklara gomiildii. Elde edilen
bloklardan rotary mikrotom ile 5 mikronluk kesitler
alind1 ve doku histolojisini incelemek amaciyla HE
ile boyandi ve 151k mikroskop ile incelendi.

Immunohistokimyasal yéntem

Immunohistokimyasal inceleme icin VEGF (MS-
350-P1Thermo, Lab Vision, EA) primer antikoru
kullanildi. Bu amagla, deparafinize edilen doku kesit-
leri, azalan alkol serilerinde rehidrate edildikten sonra
distile su ile yikandi. Dokuya zarar vermeden kurula-
nip dakopen (Dako, Glostrup, Denmark) ile gevreleri
sinirlandi. Tripsin soliisyonu iginde 37°C etiivde 15
dakika tutulan kesitlere, doku endojen peroksidazini
inhibe etmek amaciyla 5 dk %3’liikk Hidrojen peroksit
uygulandi. Bloklama solusyonu ile 1 saat inkiibe
edilen kesitler yapilmadan primer antikorlar ile 1
gece +4°C’de enkiibe edildi. Ardindan fosfatli tam-
pon soliisyonu ile 3 defa yikanan kesitler biyotinlen-
mis sekonder antikor ve enzimle isaretli (peroksidaz)
avidin-biyotin kompleksi (streptavidin) ile muamele
edildi. Reaksiyonun goriiniir hale getirilmesi igin
Diaminobenzidin (DAB) kullanildi. Zemin boyamasi
Harris hematoksilen ile yapildi. Dereceli alkollerde
dehidratasyon iglemi gergekles-tirilen Kesitler ile
seffaflastirma isleminden sonra entellan ile kapatildi
ve 151k mikroskop ile incelendi.

Immunohistokimyasal skorlama

Semikantitatif yontemle yapildi. 0: boyanma yok, 1:
az boyanma, 2: orta boyanma, 3: siddetli boyanma
olarak degerlendirildi.

Verilerin istatistiksel analizi

Calisma siirecinde elde edilen verilerin istatistiksel
analizleri Statistical Package for Social Sciences
(SPSS) 15.0 bilgisayar paket programinda yapildi.
Degerlendirmede ortalama, ve standart sapmalar
belirlendi. Gruplar arasi farklilik Kruskal Wallis testi
ile, gruplar arasindaki farkliligin hangi gruptan kay-
naklandig1 ise Mann-Whitney U testi ile analiz edildi.
Tim sonuglarda p<0.05 olan degerler istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular

Gruplarin genel histolojik yapis1 degerlendirildiginde
Grup 1, kontrol grubuna ait akcigerlerde normal ak-
ciger histolojisi gozlendi. Alveoller normal gorii-
niimdeydi, brons epiteli tipik solunum epiteli ile do-
seliydi. Inflamasyon gdzlenmemekteydi (Sekil 1).
Grup 2, astim grubunda brons ve bronsiol duvar-
larinin etrafinda artmis inflamatuvar hiicre infiltras-
yonu gozlendi (Sekil 1, beyaz ok). Infiltrasyon eozi-
nofil, nétrofil ve mononiikleer hiicreleri igermektey-
di. Bronslarda subepitelial diiz kas kalinliginin ve
epitel hiicrelerinin boylarinin arttig1, goblet hiicrele-
rinde artig oldugu gozlendi. Grup 3 ve Grup 4’de
inflamatuvar hiicre infiltrasyonunun azaldigi, brons
epitelinin ve genel dokunun kontrol grubuna yakin
ozellik gosterdigi belirlendi.

VEGF immunohistokimyasi

Grup II, kronik astim grubunda Grup I, III ve IV’e
gore submukozada immunpozitif damarlar anlamli
olarak artig gdsterdi (p<0.05) (Tablo 1, Sekil 1). Grup
1T ve Grup IV’e ait VEGF immunreaksiyonu, Grup
II’ye gore anlamli azalmigti (p<0.05) (Tablo 1, Sekil
1). Grup Il ve Grup IV arasinda ise anlaml fark
gdzlenmedi.
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Tablo 1. VEGF immunohistokimyasinin semikantitatif olarak degerlendirilmesi.
*: Anlaml artis, **: Anlamli azalma

Gruplar Grup | Grup 11 Grup 11 Grup IV
Kontrol Kronik astim Thymoquinone (TQ) | Deksamatazon

Submukozal VEGF | + +++ * s I

Epitelial VEGF + 4 * 4xx P

Sekil 1. Gruplara ait H&E boyamast ve VEGF immunohistokimyasal boyamasi gosterilmekte. Beyaz oklar Grup 11
(kronik astim) de inflamasyon alamimi gostermekte. Siyah oklar ise VEGF pozitif boyanan ve yeni sekillenen, sayilari
artmis submukozal damarlar: gostermekte.

H&E VEGF

Grupl

Grup III
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Tartisma

Astim, solunum yollarinda gerceklesen kronik infla-
masyon ve remodeling sonucunda gelisir (19). Giinii-
miizde astim tedavisi ile ilgili kullanilan ilag tedavileri
yapisal degisiklikler tizerinde sinirh etkilere sahiptir. Bu
nedenle daha efektif olabilecek yeni tedavi yaklagimla-
rina gerek duyulmaktadir. TQ'nun astim semptomlarini
ve inflamatuvar belirtegleri azalttigina dair bilgiler olsa
da doku diizeyinde etkileri hakkinda bilgi sinirlidir (20).
Bu ¢alismanin amaci da astim modeli olusturulan fare-
lerde TQ’nun tedavi edici etkinliginin incelenmesi ve
VEGF’in olasi roliiniin arastirilmasidir.

TQ, (¢orek otu) Nigella sativa tohumlarmin ugucu ya-
gmdan elde edilen 6nemli kimyasal bir bilesendir. Ni-
gella sativa Orta ve Uzak doguda genis etkileri ile gele-
neksel bir ilag¢ olarak kullanilan bir maddedir (21). TQ,
anti-inflamatuvar, anti-viral, anti-allerjik, noroprotektif
anti-diyabetik ve anti-kanserojen etkileri goézlenmis
olan bir bioflavovoiddir (21,22,23). Astimda solunum
yollarmin cevabi Ig E aracili mast hiicre degraniilasyo-
nu ve histamin ve 16kotrien mediatorlerinin ortaya ¢ik-
mas1 seklindedir. TQ'da bu etkilerini 16kotrien B4,
tromboksan B2'nin iiretimini baskilayarak ve arasidonik
asit metabolizmasindaki 5-lipooksijenaz ve siklooksije-
naz yolaklarin1 inhibe ederek anti-inlamatuvar etkiler
gostermektedir (24). Ayrica histamin reseptorleri tizeri-
ne inhibitor etkileri de oldugu gosterilmistir (25). Astim
tedavisinde kullanilan anti-l6ko-eritrinler, teofilin ve
inhale kortikosteroidler uzun bir siire i¢in kullanildigin-
da solunum yolarindaki yapisal degisikliklerin azaltil-
masinda etkili olabilmektedir (7). Bu ¢alismada da, altin
standart olarak bilinen deksametazonun ve TQ'nun
kronik astimda ortaya ¢ikan yapisal degisikliklerin azal-
tilmasinda etkili oldugunu ortaya konmustur.

Remodeling tiim organlarda yara iyilesmesi esnasinda
goriilen dinamik bir durumdur matriks yikimi ve yapim
ile karakterizedir, normal ya da patolojik yeniden yapi-
lanma prosediirlerini igerir. Ik defa 1992 yilinda
Bousquet ve ark. tarafindan astimli hastalarda akcigerin
"yeniden ve ya farkli yeni yapilanma"sini tanimlamak
icin kullanilmigtir (26). Astimda solunum yollariin
yeniden sekillenmesinin yanisira vaskiiler remodeling
gerceklesmektedir. Hafif astimli hastalarda submu-
kozada gozlenen vaskiilarite ve artmig kan damari sayist
gibi bulgular bu soruyu giindeme getirmistir (27). As-
tim hastaliginda damar duvarindan saglanan besin des-
tegi kadar, 1smin diizenlenmesi, hava yollarinin nem-
lendirilmesine destek gibi bircok nedenden dolayi da-
marlanmanin 6nemi ortaya ¢ikmaktadir. Damar sayisi-
nin artig1 esas olarak endotelial hiicre proliferasyonuna
bagl faktorler araciligt ile gerceklesmektedir (27). As

tim siirecinde, endotel hiicrelerinin farklilagsmasi ve
proliferasyonu ile vaskiiler permeabilitenin (gegir-
genlik) etkisi sonucunda anjiyogenezis gerceklesir ve
VEGF anahtar rol oynamaktadir (3). Salvato ve ark.lar
bu faktorlerin astim hastaligindaki énemini gostermis-
lerdir (28). Bu ¢aligmada da 6zellikle solunum epitelin-
deki VEGF degisiklikleri ve submukozal damarlardaki
artts VEGF immuno-histokimyasi ile degerlendirilmis-
tir.

Barbato ve ark.larmin yaptiklar1 ¢alismada g¢ocukluk
cagindaki astimli hastalarda epitelial ve vaskiiler degi-
siklikler ve havayollarinin inflamatuvar cevabii aras-
tirmiglardir. Solunum yolu epitelinde epitel hiicre ka-
yiplari,, bazal membran kalinlagsmasi ve subepitelde
inflamatuvar hiicre artisi ve damar sayisinda kontrol
grubuna gore anlamli artis oldugunu goézlemislerdir
(29). Bu calisgmada da astim grubunda artmis VEGF
immunhistokimyas1 gézlenirken, TQ tedavisi uygu-
lanan grupta damarlanmanin ve buna bagl olarak
VEGF pozitif damar sayisinin azalmis oldugu dikkati
cekti. Bu da TQ’nun hava yollarinda vaskiiler artigi
azaltigimi, boylece akcigere infla-masyon ile iliskili
sitokinlerin geg¢isini azaltarak inflamasyonu azaltici
etkisinin olabilecegini diislindiirdii.

Sonug olarak; vaskiiler permeabilite, vazodilatasyon ve
artmis kan akimi astim mekanizmasinda inflamatuvar
cevab1 ve solunum yollarinin aktivasyonunu etkileyen
en 6nemli faktorlerdendir. VEGF anjiyogenesiz yoluyla
bu mekanizmalarin gelisiminde anahtar rol oynamakta-
dir. TQ, anjiyogenezi azaltarak astimda inflamasyonu
azaltict etkisini gdstermistir. TQ’nun astim tedavisinde
terapotik bir ajan olarak kullanilabilecegini diislindiir-
muistir.
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