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OZET

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

Mustafa GOZUOGLU

Ondokuz Mayis Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii

Veteriner Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali

Yiiksek Lisans, Mart/2020
Danisman: Dog. Dr. Serife TUTUNCU

Son zamanlarda bitki antioksidanlari, yan etkilerinin az olmasi ve iyi bir
besin takviyesi olmalari nedeni ile olduk¢a ©Onem kazanmistir. Timokinon,
Nigellasativa L. (¢orek otu) tohumunun ugucu yagindan elde edilen ana aktif fenolik
bir bilesik olup yliksek antioksidan 6zellikleri nedeni ile birgok hastalikta geleneksel
olarak yaygin kullanilmaktadir. In vitro ve in vivo calismalarda, timokinonun
antienflamatuar, antimikrobiyal ve antikanser gibi bir¢ok faydali etkilere sahip
olabildigi ileri stiriilmektedir. Timokinontoksisitesi {izerine yapilan caligmalarda,
toksik etkileri ancak ¢ok yiiksek dozlarinda gosterilebilmistir. Timokinon, bilim
diinyasinda yiiksek biyolojik etkinligi ve diisiik sistemik toksisitesi nedeni ile ¢ok
fazla ilgi cekmektedir. Bu nedenle timokinon klasik terapotik ilaglara alternatif bir
madde olabilmektedir. Timokinon biiyiik olasilikla bir¢ok molekiiler hedefi
degistirmektedir, ancak timokinonun etkileri altinda yatan bu molekiiler
mekanizmalar heniliz tamolarak anlagilmamistir. Bu genis etkilerine ragmen
timokinonun ¢esitli metabolik yolaklar iizerindeki etkilerinin daha 1iyi
anlagilabilmesi acisindan daha ileri caligmalara gereksinim oldugu diisiiniilmektedir.
Corek otu (Nigellasativa) bitkisi ve yagi asirlar boyunca, Afrika’da, Asya’da ve
Ortadogu’da; giiniimiizde ise Amerika ve Avrupa’da milyonlarca insan tarafindan
“saglig1 desteklemek i¢in” kullanilanilmistir. Bilimsel arastirmalar sonucunda ¢orek
otu tohumu yapisinda bulunan vitaminler, etken maddeler ve 6nemli yag asitleri
nedeni ile bilim adamlar tarafindan tiiketilmesi tavsiye edilen bir {iriin olmustur.
Nigellasativa’nin total lenfosit miktarin1 6nemli derecede artirdigi, bu yoniiyle hem
insanlarda hem de hayvanlarda immunmodiilatér bir etkiye sahip oldugu
calisamalarla desteklenmistir. Saglikli yasami destekleme konusunda 6n planda
tutulan ¢orek otu tohumu yaginin, 6nemli bir bileseni olan timokinon’un (TQ)
potansiyel tibbi 6zellikleri sayesinde sifa kaynagi olarak tercih edilmistir. Yapilan
bilimsel aragtirmalarda ¢orek otu tohumu yapisinda bulunan vitaminler, etken
maddeler ve elzem yag asitleri nedeni ile tiiketilmesi faydali olabilecek iirtinlerin
basinda gelmektedir. Bu calismada, ¢orek otunun aktif bilesenlerinden biri olan
timokinonun akcigerler iizerindeki immiinmodiilatér etkisinin  kapsamli
degerlendirilmesi amaglanmistir.

Anahtar Sozciikler: Corek otu (Nigellasativa) yagi, immiinomodiilator, timokinon,
immunhistokimya, akciger
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ABSTRACT

STRUCTURE OF BLACK SEED (NIGELLA SATIiVA) AND
IMMUNOMODULATOR PLANT ON LUNGS

Mustafa GOZUOGLU

Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Veterinary Histology and Embryology, March/2020
Supervisor: AssociateProfessor Serife TUTUNCU

Plant antioxidants have recently gained popularity due to their important role
as dietary supplements with minimal side effects. Timokinon, the main active
phenolic compound from the volatile oil of Nigella sativa L. seeds has been
commonly used traditionally for several diseases due its high antioxidant properties.
In in vitro and in vivo studies, timokinon has suggested to have many beneficial
effects such as antiingamatory, antimicrobial, and anticancer effects. In the studies
on timokinon toxicity, its toxic effects could only be demonstrated at very high
doses. Timokinon has attracted noteworthy scientific attention for its high biological
activity and low systemic toxicity, which might be a promising alternative to
conventional therapeutic drugs. It is likely that timokinon modifies a number of
molecular targets; however, the molecular mechanisms underlying the effects of
timokinon remain not fully understood. Despite these wide effects, it seems that the
further study is needed to better understand the effects of timokinon on various
metabolic pathways. 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. Nigella sativa has significantly increased the total lymphocyte
amount and has been supported by studies that have an immunomodulatory effect
on both humans and animals. Healthy life support issues to the forefront of popular
Cumin seed oil, which is an important component of thymoqunin (TQ) has been
preferred due to potential medicinal properties as a source of healing. In the
scientific researches, seedlings of black seed, vitamins, active substances and
essential fatty acids may be useful to be consumed due to the products. In this study,
the aim of this study is to evaluate the immunomodulatory effect of thymokinone
which is one of the active components of black seed on lungs.

Keywords: Nigella sativa oil, immunomodulatory, timokinon,
immunohistochemistry, lung
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ONSOZ VE TESEKKUR

Bu calismanin gerceklestirilmesinde, degerli bilgilerini benimle paylasan,
kendisine ne zaman danigsam bana kiymetli zamanini ayirip sabirla ve biiyiik bir
ilgiyle bana faydali olabilmek icin elinden gelenden fazlasini sunan, giiler yiizlinii ve
samimiyetini benden esirgemeyen ve gelecekteki mesleki hayatimda da bana verdigi
degerli bilgilerden faydalanacagimi diisiindiigiim kiymetli danisman hocam Dog. Dr.
Serife TUTUNCU ye tesekkiir ederim.

Yine caligmamda konu, kaynak ve yoOntem agisindan bana yardimda
bulunarak yol gosteren degerli hocam Tugrul ERTUGRUL ‘a tesekkiirlerimi sunarim.

Calismamda destegini ve bana olan gilivenini benden esirgemeyen ve beni bu
giinlere sevgi ve saygi kelimelerinin anlamlarin1 bilecek sekilde yetistirerek getiren
ve benden higbir zaman destegini esirgemeyen, bu hayattaki en biiylik sansim olan

esim ve aileme sonsuz tesekkiirler.

Mart 2021, SAMSUN

Mustafa Goziioglii
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1. GIRIS

Ranunculaceae familyasina ait Nigellasativa (N. sativa) Giineybat1 Asya,
Giliney Avrupa ve Kuzey Afrika'ya 6zgili yillik bir bitki olmasina ragmen diinyanin
farkl1 yerlerinde yetistirilerek kullanilmaktadir. Ingilizce'de kara tohum olarak
bilinen bu bitki, Arapg¢a’da Habbat al-barakah ve Fars¢ca’da Siah-Daneh gibi farkl
folklorik isimler almaktadir. Sativa tohumlar1 gidalar1 lezzetlendirmek i¢in yaygin
olarak kullanilmaktadir. Unani geleneksel tibbinda, N. sativa, bir¢ok hastalik i¢in

dogal bir ¢are olarak kabul edilmekteydi (Tembhurne et al., 2011)

Ulkemizde 12 farkli tiirii yetistirilen c¢orek otu cesitleri ve kimyasal
bilesimleri, glinlimiizde gidalarda koruyucu olarak kullanilabilecek 6zelliklere sahip
dogal kaynakli maddelerden biridir. Bunlardan Nigellasativa, Nigella damascena ve
Nigella arvensi'sin tohumlar1 halk hekimliginin yan1 sira baharat olarak da yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Corek otu iilkemizde yaygin olarak Afyon, Isparta, Burdur,
Konya yorelerinde iiretilmektedir. Ulkemizde tarimi1 yapilan ve ticarete konu olan tek

tiir Nigella sativa’dir (Kar ve ark., 2007).

Corek otunun kimyasal bilesimi; bitkinin hasad mevsimine, c¢esidine,
yetistirildigi iklime ve bolgeye gore farklilik gostermektedir (Al-Jassir, 1992; Sultan
et al., 2009). Shah ve Kasturi, (2003)'ye gore ¢corek otunun kimyasal bilesimi Tablo

1'de verilmistir.

Tablo 1. Corek otunun (blackcuminoil, Nigellasativa) kimyasal bilesimi

Corek Otu Bilesenleri (%) Bilesenlerin Konsantrasyonlari (%)
Su 7
Protein 23
Nisasta 15
Yag 39
Ham lif 54
Diyet lifi 16
Kiil 4.3




Muhammad ve ark., (2009)'na gore ¢orek otu ugucu yaginin kimyasal bilesimi Tablo

2'deverilmistir.

Tablo 2. Corek otu ugucu yaginin kimyasal bilesimi

Cérek Otu Ugucu Yag Bilesenleri (%) Bilesenlerin Konsantrasyonlari (%)
Timokinon 23.25
Dihidrotimokinon 3.84
p-Simen 32.02
Karvakrol 10.8
o-Thujen 2.4
Timol 2.32
o-Pinen 1.48
B-Pinen 1.72
t-Anethol 2.10
Minor Bilesenler 23.81

Corek otunda bulunan antioksidanlarin kullanim ve gidalardaki onemi

Corek otu ugucu yagi, gerek gidalarda oksidasyonu engellemek amaciyla
gerekse insan viicudunda ortaya ¢ikabilecek hiicre hasarlarini onarmasi nedeniyle
kullanilan 6nemli maddelerden biridir. Insanlar &zellikle bitkilerde bulunan bu
antioksidan maddeleri mutlak suretle disaridan almak zorundadir. Yapilan bir¢ok
calismada, c¢orek otu ugucu yaglarinin  antimikrobiyal, antikanserojen,
antienflamatuar, antidiyabetikozelliklerinin oldugu tespit edilmistir (Sultan,2009;

Lutterodtet al., 2010; Bourgouet al, 2012).



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Corek Otunun Genel Ozellikleri
2.1.1.Corek Otunun Yapisi

Ranunculaceae (Diiglin ¢igegigiller) ailesinde yer alan, Giliney Bati Asya,
Avrupa, Kuzey Afrika’da yetisen ve lilkemizde ¢ogunlukla Afyon, Isparta, Burdur ve
Konya yorelerinde yetistirilen “corek otu” olarak bilinen Nigella sativa L., 20-30 cm
uzunlugunda,dogrusal mizrak seklinde yapraklara sahip cigekli, yillik bir bitkidir
(Forouzanfar et al., 2014; Khader and Eckl, 2014).

Tohumlar1 baharat olarak ve geleneksel tipta farkli formlarda birgok
hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir (Khader and Eckl, 2014). Orta Dogu ve Uzak
Dogu iilkelerinde geleneksel tipta; astim, Okstiriik, bronsit, inflamatuar hastaliklar,
ates, agri, bas donmesi, bobrek ve karaciger islev bozukluklari, sinir sistemi
hastaliklar1, diyabet, ekzema, mide-barsak sistemi problemleri, hipertansiyon, kanser
dahil ¢esitli semptomlarin ve hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilmaktadir (Darakhshan
et al., 2015). Kanser hastalarinda kemoterapi ile birlikte tamamlayici tedavi olarak ve
alternatif tipta tedavi amaci ile kullanilabilecegi de bildirilmektedir (Khader and

Eckl, 2014).

Corek otu tohumunun besin degeri yiiksek olup, ¢esitli aktif kimyasal
bilesenler icermektedir. Corek otu tohumunun yapisinda baglica doymus/doymamis
sabit yaglar (%31,0,-35,5), ucucu yaglar (%0,4-0,45), karbonhidratlar (%33,0-34,0),
proteinler (%16,0-19,9), aminoasitler, alkaloidler, tanenler, saponinler, mineraller
(kalsiyum, ¢inko, fosfat) ve vitaminler (askorbik asit, tiyamin, niasin, pridoksin ve

folik asit) bulunmaktadir (El-Tahir and Bakeed, 2006).

Nigella sativa tohumunun ugucu yaglarindan cesitli farmakolojik aktif
kimyasal bilesenler izoleedilmistir; baslica timokinon, ditimokinon, timohidrokinon
ve timoliiniin yan1 sira; p-simen, d-limonen, o ve B-pinen, trans-anetol, karvakrol ve
nigellon yer almaktadir (Forouzanfar et al., 2014; Gerige et al., 2009; Khader and
Eckl, 2014; Shafiq et al., 2014;).
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Sekil 1.1. Corek otu tohumu yagimnin aktif bilesenleri

2.1.2.Corek Otu Tohumunun Geleneksel Kullanimi

Corek otu tohumu ve yag yiizyillardan beri gesitli hastaliklarin tedavisinde
diinyanin farkli yerlerinde; 6zellikle Asya, Afrika, Orta Dogu’da geleneksel olarak
kullanilmigtir. Antitussif, antienflamatuar, antifungal, hipoglisemik, antihipertansif,
ditiretik, antinosiseptif ve antihistaminik etkilere sahip oldugu bildirilmektedir
(Abdel-Fattah et al., 2000; Forouzanfar et al., 2014; Mollazadeh and Hosseinzadeh,
2014; Shafiq et al., 2014). Corek otu tohumunun halk arasinda astim, Oksiiriik,
bronsit, romatizma, dispepsi, ishal, dizanteri, ates, agri, siskinlik, sarilik, paralizi,
basur ve diger rahatsizliklarda geleneksel olarak kullanildigi bilinmektedir. Yapilan
calismalar ile ¢orek otunun kardiyovaskiiler, sindirim, bagisiklik, {iriner ve solunum
sistemi problemlerinin iyilestirilmesinde faydali olabilecegi tespit edilmistir
(Darakhshan et al., 2015; Khader and Eckl, 2014). Ayrica ¢orek otu tohumundan
yapilan tentiiriin ishal, agrili adet gérme, hazimsizlik, istah kaybi, kurt ve deri
dokiintiisiiniin tedavisinde kullanildig; kusmanin Onlenmesinde ise c¢orek otu
tohumlarin kavrularak dahilen verildigi, yaginin ise haricen antiseptik olarak

kullanildig: bildirilmektedir (Mollazadeh and Hosseinzadeh, 2014).



Sekil 1.2.Nigellasativa L. bitkisi ve tohumu
2.2.Timokinonun Genel Ozellikleri
2.2.1. Timokinonun Fizikokimyasal Ozellikleri

Corek otu tohumunun farmakolojik etkilerinin bir¢ogundan, icerdigi kinin
bilesenleri, 6zellikle timokinon sorumludur (Darakhshan et al., 2015; Forouzanfar
et al., 2014; Khader and Eckl, 2014;). Timokinon (2-izopropil-5-metilbenzo-1,4-
kinon) (%18,4-24), ¢orek otu tohumu ugucu yaginin ana biyolojik aktif bilesenidir
(Sekil 2). Enol ve keto form dahil tautomerik formlarda bulunmaktadir. Keto formu
bliylik kismini olusturmaktadir (yaklasik %90) ve bilesigin farmakolojik
ozelliklerinden sorumludur. Hidrosfobik bir molekiil olan timokinon, 1s18a maruz
kaldiginda degranulasyona ugramaktadir. Timokinonun artan pH’lerde stabilitesi
azalmakta, asidik pH’de ise minimum degradasyon goriilmektedir (Darakhshan et

al., 2015).
2.2.2. Timokinonun Farmakokinetik Ozellikleri
Timokinonun hidrofobik 6zelligi ¢d6ziinebilirligini  etkiledigi icin ilag
formulasyonlar1 sinirlandirilabilmektedir (Salmani et al., 2014). Son girisimler ile
biyoyararlanim ve aktiviteleri artirilmig timokinonun yeni analoglar1 sentezlenmistir
(Ornegin; kat1 lipit nanopartikiiller, timokinon-yiiklii lipozomlar, timokinon-yiiklii
nano-yapili lipit tagiyicilar gibi) (Darakhshan et al., 2015; Kahilaet al., 2017; Odeh et

al., 2012). Timokinonun intravenéz (iv), intraperitoneal (ip), oral, subakut ve

subkronikolarak farkli uygulamalarinin oldugunu gosteren bircok ¢alisma



bulunmaktadir (Darakhshan et al., 2015). Timokinonun farmakokinetik 6zellikleri iv
ve oral uygulamalar ile tavsanlarda incelenmistir. Oral uygulamadan sonra goriilen
klerens degeri 12,30 mL/dk/kg ve Vss 5109,46 mL/kg’dir. Yar1 dmrii (t/2) yaklasik
274 dk’dir. Timokinonun 5 mg/kg (iv) uygulamalarinda plazma konsantrasyonu
linear kinetik gostermistir. Oral uygulama eliminasyon ile karsilastirildigi zaman,
yavas absorpsiyon gostermistir ve mutlak biyoyararlanimi diisiik bulunmustur.
Mutlak biyoyararlanimi yaklasik %58 olarak bildirilmistir. Timokinonun oral
uygulamadan sonra yavas absorpsiyon ve hizli eliminasyon gdsteren bir bilesik
oldugu yapilan caligsmalar ile gosterilmistir (Alkharfy et al., 2015). Timokinonun agiz
yolu ile alinmasi takiben karaciger enzimleri [DT-diaforaz (kinin rediiktaz)] ile
metabolize edilerek hidrokinona indirgendigi ve hidrokinonunkonjuge edilip daha
sonra merkaptiirik asite doniistiiriilerek idrarla atildigi yapilan ¢alismalar ile

gosterilmistir (Darakhshan et al., 2015).

Protein-ilag etkilesimleri, ilacin farmakokinetik ve farmakolojik 6zelliklerinden
onemli bir faktordiir. Timokinon-protein baglanmasinin tahmini yiizdesi tavsanlarda

%99,19, insanlarda %98,99 olarak bildirilmistir (Alkharfy et al., 2015).
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Sekil 2.1. Timokinonun kimyasal yapisi



2.2.3. Timokinonun Molekiiler Etki Mekanizmasi

Timokinonun patofizyolojik durumlarda birden fazla faktorii hedef aldigi
yapilan ¢aligmalar ile gosterilmistir. Baglica etkileri; hiicre dongiisii ve ¢ogalmasi,
anjiyogenez, apoptoz, migrasyon, invazyon, metastaz, inflamasyon ve oksidatif stres

tizerinedir.
2.2.4.Timokinonun Solunum Yolu Hastaliklarina Kars1 Etkisi

Corek otu tohumlar1 astim ve dispne dahil solunum yolu problemlerine karsi
terapotik etkilere sahiptir. Timokinonun sicanlarda akut respiratuvar sendromu
tedavisinde faydali olabilecegi yapilan ¢aligmalar ile gosterilmistir (Isik et al., 2005).
Timokinonun, antiapoptotik etki gostererek sicanlarda kronik toliien maruziyeti
kaynakl1 akciger hasarini azalttig1 ve siklofosfamid kaynakli pulmoner hasara karsi
koruyucu etki yaptig1 bildirilmistir (Kanter, 2011; Suddeket al., 2013). Timokinonun;
sicanlarda bleomisinin indiikledigi pulmoner fibroz ilerleyisini azalttigi, akciger
alveollerinde amfizemi, antienflamatuar hiicre infiltrasyonunu, brons etrafindaki
lenfoid hiperplastik hiicre aktivasyonunu ve bleomisin kaynakli akciger dokusunda
NF-kB’nin aktif form over-ekspresyonunu onledigi ve glutatyon S-transferaz ve
SOD antioksidan enzim aktivitesini normal degerlere getirdigi bildirilmektedir (EI-
Khouly et al., 2012). Timokinonun ip enjeksiyonu OVA duyarl farelerde allerjik
havayolu inflamasyonunu azaltmaktadir. Ovalbumin ise besin ve depo proteini
tipinde yumurta aki proteinidir. Brongiyal astim, kronik hava yolu infamasyonu ile
karakterize bir hastaliktir ve lokotrienler astim patolojisinde rol oynayan etkili
inflamatuar mediyatorlerdir.  Yapilan caligmalarda, timokinonun I8kotrien
biyosentezinde ana enzim olan 5-lipoksijenaz ekspresyonunu inhibe ederek LT-B4
ve LT-C4 seviyelerini diizenledigi gosterilmistir (El Gazzar et al., 2006; Hayat et al.,
2011).

2.3. immiin Sistem

Lenfoid sistem, viicut yiizeylerini ve i¢indeki sivi kompartimanlarini kontrol
eden hiicre, doku ve organlardan olusan sistemdir. Sistemde diffuz lenfoid doku, lenf
diigiimleri, dalak, kemik iligi ve timus bulunur. Lenfoid organlar ve lenfoid dokular

birlikte immiin sistem (bagisiklik sistemi) olarak tanimlanabilmektedir. Lenfoid



dokular lenfositlerin proliferasyon, farklilagsma ve olgunlagma bdolgeleri olarak gorev

yapmaktadirlar (Abbas et al., 1996; Abbas and Lichtman, 2007; Ross et al., 2006).

Antijen, spesifik immiin yanit1 indiikleyebilen herhangi bir maddedir. Immun
sistem, organizmay1 antijenlere ve patojenlere kars1 korumakla gorevli olan; kendine
ait olan1 ve yabanci olan1 ayirt etmekle sorumlu olan sistemdir. Sistem, viicuda giren
veya viicutla temasta bulunan her yabanci maddeyi tarar ve onlari canlinin saglikli
viicut hiicrelerinden ve dokularindan ayirt eder. Viicutta belli araliklarla ortaya ¢ikan
anormal hiicre ve molekiilleri saptayip bunlara yanit vermek suretiyle kanser gibi
hastaliklarin gelismesine engel olmak da immiin sisteminin gorevlerindendir (Chinen
et al., 2006; Porth, 2004). Yabanci maddelerin, mikroorganizmalarin ve organizmada
gelisen kanser hiicrelerinin yikimlanmasi, immun sistem igindeki organlar (lenf
diglimii, dalak vs.), kan, lenf, bag dokusunda bulunan Ilenfosit, graniilosit,
makrofajlar ve dendritik hiicreler tarafindan yapilir (Ozer, 2018). Immiin sistemin
uygun bir sekilde fonksiyon gormesinde esas olan, immiin hiicrelerin yabanci bir
ajan1 tanimasini, amplifikasyonunu ve yabanci ajanlara yanit vermesini diizenleme
yetenegidir. Immiin sistem bir yabanc1 patojeni tamiyip bir digerinden ayirt etmel,
ayni zamanda da viicuttaki normal hiicreler ile proteinleri bu yabanci molekiillerden
ayirabilmelidir. Insan viicudu, bakterilere, viriislere ve diger yabanci maddelere karsi
pek cok farkli mekanizma ile koruma saglar. Bu koruma fiziksel bariyerleri, kan ve

dokulardaki fagositik hiicreleri ve kan kaynakli ¢esitli molekiilleri icermektedir.

Viicudun yabanci maddelere ve degisime ugramis hiicrelere karsi iki savunma
hatt1 bulunmaktadir. Bu mekanizmalar birbiri ile baglantili iki savunma sistemine
ayrilabilir: Spesifik (edinsel) immiin sistem ve Non-spesifik(kalitsal) immiin sistem

(Paul, 2003).
2.3.1. Spesifik (Edinsel) immiinite

Spesifik veya edinselimmiinite, bireyin yasam siiresi boyunca gelisir; yabanci
ajan1 ayirt eder, farkli patojenlere ve yabanci molekiillere spesifik bicimde yanit
verir. Spesifik immiin savunmada lenfositler énemli bir yapitasidir. Bu hiicreler,
hiicresel immiiniteye katkida bulunan T lenfositleri ve humoral immiiniteye katkida
bulunan B lenfositleri igerir. Hiicresel immiinite, antijen tasiyan hiicreleri yok etme
yetenegine sahip Tc hiicrelerinin iiretilmesini kapsar. Humoral immiinite ise B
hiicrelerinin antijen-spesifik aktiviteye sahip immiinoglobulinleri salgilayan plazma

hiicrelerine doniisiimii ile karakterizedir.



Immun sistem hiicreleri lenfositler ve destek hiicreleridir. Lenfositler T ve B
lenfositler olarak siniflandirilirken; destek hiicreleri daha fazla sayidadir. Monositler,
makrofajlar, bazofiller, eozinofiller, retikiiler hiicreler, folikiilerdendritik hiicreler,
dendritik hiicreler, Langerhans hiicreleri ve epiteliyoretikiiler hiicreler immun sistem

destek hiicreleri olarak sayilabilmektedir.
2.3.2. Non-spesifik (Dogal, dogustan) iImmiinite

Savunma sisteminin ilk asamasi olan non-spesifik immdiin sistem, yabanci ajani
ayirt edebilir ancak bir patojen tipini digerinden ayirt edemez (Litman et al., 2005).
Non-spesifik direng iki genel savunma hattindan meydana gelmektedir.
Mikroorganizmalar deride epitel doku, solunum, sindirim ve iirogenital sistemlerdeki
miikozmembranlara maruz kaldiklarinda ilk diren¢ hatti ile karsilasmaktadirlar
(Fairet al., 1976). Savunmanin ikinci agamasi ise, kimyasal sinyalleri, antimikrobiyal
peptidleri, antifagositik ve dogal oldiiriicii hiicreleri ve inflamasyona yanit ile iliskili

atesi kapsamaktadir (Agerberth and Gudmundsson, 2006).
2.3.3. Antijenler

Antijen, spesifik immiin yaniti indiikleyebilen herhangi bir madde olarak
tanimlanabilmektedir. Antijenler veya immiinojenler konakta immiin yanit iiretebilen
yabanci maddelerdir. Immiin yamt spesifik bir antijene karsi olusturulmaktadir. Bu
madde enfeksiydz bir organizma, c¢oOziinebilen bir madde ve yabanci doku
olabilmektedir. Bu yabanci molekiiller antikor veya immiinoglobin olarak
adlandirilan reseptdrler tarafindan taninirlar. Bakteri, mantar, viriis, protozoa ve
parazitleri disinda polen, bdcek zehiri ve transplante organlar da antijen olarak
taninabilir. Antijenler {izerinde belirgin bi¢imde yer alan, immiinolojik olarak aktif
bolgelere antijenik belirleyici veya epitop adi verilir. Bir tek antijen birkag epitop
icerebilmekte olup her biri yamit olusturacak farkli bir lenfosit klonunu sitimiile
edebilir. Cok kiiciik maddeler (molekiil kiitleleri<10.000 Dalton) genellikle kendi
baslarina yeterli bir yanit olusturamazlar. Hapten olarak bilinen bu diisiik molekiil
agirlikli bilesikler daha biiyiik protein molekiilleriyle birlestiklerinde, antijen olarak
islev goriirler. Proteinler, antijenik hapten-tasiyic1 kompleksler olusturmak iizere
haptenler icin tasiyict molekiiller gibi davranirlar. Ornegin penisiline karsi ortaya
cikan alerjik yanit, tibbi ag¢idan onemli bir hapten-tasiyict kompleksidir. Penisilin
(molekiil kiitlesi yaklasik olarak 350 Dalton) kendi basina bir immiin yanit
uyandirabilecek kapasitede degildir. Bununla birlikte, penisilin daha biiyiik bilesikler
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olusturmak iizere viicut proteinleriyle birlesebilir ve bazi kisilerde penisilin

epitopuna yonelik bir immiin yanit olusturabilir.
2.3.4. Immiin Hiicreler

Spesifik (edinsel) immiin sistemin primer hiicreleri lenfositlerdir ancak spesifik
immiin yanitlarin taninmasi ve aktivasyonu, destek hiicreler olarak adlandirilan ve
antijene spesifik olmayan hiicrelere baglidir (Abbas et al., 2007; Bachmann et al.,
2002). Lenfositler, kan l6kositlerinin %25 ile %35’ini temsil ederler ve diger kan
l6kositleri gibi kemik iligindeki kok hiicrelerden iiretilirler. Bu farklilasmamis
hiicreler lenfoid dokularda toplanmakta ve burada belirgin lenfosit tipleri (B ve T
lenfositler) olarak olgunlasmaktadirlar. Lenfositlerin aktivasyonu, antijen sunan
hiicreler tarafindan antijenin uygun bir sekilde islenmesine ve T Ienfositlere
sunulmasina baglidir. Antijenin taninmasindan sonra, T ve B lenfositleri hiicre
klonlart olusturmak {iizere boliiniirler ki bunlar da antijenleri yok eden efektor

hiicrelere ve bellek hiicrelere farklilasmaya devam ederler.
2.3.4.1. Farkhlasma Kiimeleri (Farkhilasma Dizisi MoleKkiilleri)

Farkli lenfoid ve hematopoetik doku hiicreleri 06zglin hiicre yiizey
molekiillerine sahiptirler. Bu spesifik belirteclere farklilasma dizisi molekiilleri (CD)
denir. Bu molekiiller bir sistem dahilinde hiicreleri, degisik farklilasma evrelerinde
eksprese edilen antijenlerle iliskilendirilen sayilarla gdsterilmektedir. Bu molekiiller
monoklonal antikorlar  kullanilarak immiinohistokimyasal yontemlerle
gosterilebilirler. Bu molekiiller aynt zamanda lenfoid ve hematopoik hiicrelerin
spesifik alt tiplerinin saptanmasinda kullanilmaktadirlar. Olgun T ve B lenfositler
farklilasma kiimeleri (Clusters of Differantiation, CD) olarak adlandirilan yiizey
molekiillerini sergilerler. Bu molekiiller fonksiyonel olarak CD4+ T yardimci
hiicreler (TH) ve CD8+ T sitotoksik hiicreler (TC) gibi farkli T-hiicre alt gruplarini
tanimlama gorevini goriirler (Tunali, 2018, Chinen et al., 2006; Baker et al., 1995).
Hiicresel immiinitede, CD4+ TH hiicreleri diger T ve B hiicrelerinin yanitini
arttirirken; CD8+ TC hiicreler, viriisle enfekte hiicreleri ve tiimor hiicrelerini

oldiirmektedirler (Tunal1, 2018).
2.3.4.2. Doku Uygunluk Kompleks Molekiilleri

Spesifik immiinitenin temel bir 6zelligi, organizmaya ait olan molekiiller ile

yabanci antijenler arasinda ayirim yapma oOzelligidir. Bunun i¢in onemli olan
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molekiiller hiicre ylizeyi doku-uygunluk kompleks molekiilleri (Major
Histocompatibility Complex Molecules, MHC) antijenleridir (Remington et al.,
1995). MHC molekiilleri hiicre yiizeylerinde, sindirilmis yabanci proteinlerin kisa
parcaciklarin1 bulundururlar. Bu proteinlerde hiicre i¢inde MHC molekiillerine
baglanirlar ve sonrasinda hiicre yiizeyine tagmnirlar. insanlarda 6. kromozom iizerinde
yakin iligkili genler tarafindan kodlanan bu molekiiller ilk kez organ ve doku

naklindeki rolleri sayesinde tanimlanmiglardir.

MHC I tiim c¢ekirdekli hiicrelerin ve plateletlerin  ylizeyinde
ekspreseedilmektedir. Bu molekiiller anormal konake¢ir hiicrelerin  ortadan
kaldirilmasina olanak saglayan hedef olarak davranirlar. MHC 1 molekiilleri bu
fonksiyonlarin1 yiizeylerinde hiicre tarafindan aktif olarak sentezlenen tiim
peptidlerin kisa pargaciklar1 sayesinde gerceklestiriler. Bu nedenle, tiim endojen
peptidler tiim viicut hiicrelerinin yiizeylerinde bulunurken, virlis ve benzeri yabanci
maddelere 6zgii peptidler sadece enfekte olmus ya da transforme olmus hiicrelerin
yiizeylerinde bulunmaktadir. MHC 1I ise tiim antijen sunan hiicrelerin yiizeyinde

eksprese edildigi i¢in daha sinirli bir dagilim gostermektedir (Tunali, 2018).
2.3.4.3. Monositler, Makrofajlar ve Dentritik Hiicreler

Monositler ve doku makrofajlari, retikiiloendotelyal sistemin parcasi olan
mononiikleer fagositik sisteme ait hiicrelerdir (Zen et al., 2003). Monositler, kemik
iliginden koken alan ve mononiikleer fagositer sistem hiicrelerinin prekiirsorleri olan
hiicrelerdir. Monositler, ¢esitli dokulara go¢ edererek immiin sistemde antijen sunan
hiicreler olarak gorev yapan makrofajlara doniislirler. Doku makrofajlar1 bag
dokularinda dagilmis halde veya kiime halinde organlarda bulunurlar (akcigerlerde
alveolar makrofajlar, karacigerde Kupffer hiicreleri, merkezi sinir sisteminde

mikroglial hiicreler vs.)

Makrofajlar hem non-spesifik hem de antijen-spesifik immiin yanitlarda
onemli fonksiyonlara sahiptirler. Fagositik hiicreler olarak, spesifik immiinite
devreye girinceye kadar enfekte ajanlari biinyelerinde tutarak immiiniteye katkida
bulunurlar. Ayrica, konak yamitinin erken sathasinda inflamasyon yanitin
arttirtlmasive spesifik immiinitenin baslamasi esnasinda islev goriir. Makrofajlar
yabanci partikiilleri yutmak ve sindirmek ic¢in antijen varligi ile aktive edilirler.
Aktive makrofajlar kompleks antijenleri MHC II molekiilleri ile birlesebilen peptid
fragmanlarina parcalarlar. Makrofajlar humoral ve hiicresel immiin yanitlarda
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fagositik hiicreler olarak da islev gorebilmektedirler. Antijen-antikor agregatlarini
uzaklastirabilir veya T-hiicre sitokinlerinin etkisi altinda, virilisle enfekte hiicreleri
veya timor hiicrelerini yok edebilirler. Dentritik hiicreler, antijenleri T lenfositlerine
sunma gibi Onemli bir gorevi makrofajlar ile paylagsmaktadirlar. Bu hiicreler,
sitoplazmik membranlarinin uzun uzantilartyla MHC II molekiillerinden zengin olan
genis bir yiizey saglarlar ki bu edinsel immiin yanitin baglamasi i¢in gereklidir
(Guermonprez et al., 2002). Dentritik hiicreler lenfoid dokularda ve viicudun antijen
ile temas ettigi bolgelerde bulunurlar. Bu farkli ortamlarda, dentritik hiicreler,
makrofajlarda oldugu gibi, 6zel fonksiyonlar ve goriiniimler kazanirlar. Langerhans
hiicreleri ise, deride bulunan O6zellesmis dentritik hiicrelerdir. Follikiilerdentritik
hiicreler lenf nodlarinda yer alan hiicrelerdir. Deri dentritik hiicreleri ve
makrofajlarida derinin gecikmis alerjik kontakt hipersensitivite gibi hiicresel immiin

reaksiyonlarinda gorev alirlar (Tunali, 2018).
2.3.4.4. T Lenfositler

Uzun yasam stireleri olan T hiicreleri hiicre-aracili bagisiklikta gorev alirlar. T
hiicreleri, T-hiicre reseptorleri (TCR) olarak adlandirilan hiicre yiizeyi tanima
proteinleri ile karakterizedirler. Bu proteinler T hiicrelerinin ¢ogunlugunda o ve

TCR zincirleri ad1 verilen iki glikoprotein zincirinden olugmaktadir.

T lenfositler, viral enfeksiyonlarin kontroliinde, yabanci doku greftlerinin
reddinde, gecikmis hipersensitivitede ve diger T ve B hiicrelerinin aktivasyonunda
gorev alirlar. Bu immiin yanitlarin hepsine birden hiicresel immiinite adi
verilmektedir (Agerberth et al., 2006). Antijene yonelik TCR, spesifik olarak antijen
sunan  hiicrelerin  ve hedef hiicrelerin  ylizeyindeki antijen-peptit-MHC
komplekslerine baglanarak T hiicreleri arasindaki farkli antijen spesifisitesini
olusturmaktadirlar. Timusta olgunlasan T hiicreleri periferal lenfoid dokulara goc
ederler. Bu dokularda antijen ile karsilastiklar1 zaman ¢ogalirlar ve bellek T hiicreleri
ile cesitli efektor hiicreleri seklinde farklilagirlar. T hiicreleri yiizeylerinde CD?2,
CD3, CD5 ve CD7 proteinlerini eksprese etmektedirler. Ancak CD4 ve CDS
proteinlerinin varligi temel alinarak alt simiflandirma yapilmaktadir. CD4+ T
lenfositler, CD4 belirtecine sahiptirler ve MHC II molekiiliine baglanan antijenleri
tanirlarlar. CD8+ T lenfositler ise, CD8 belirtecine sahiptirler ve MHC I molekiiliine
baglanan antijenleri tanirlarlar. CD4+ ylizey reseptorii tasiyan yardimer T hiicreleri,

immiin sistemin temel yapitaslarindandir. Yardimcti T (TH) lenfositler,
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aktivasyonlarin1 takiben, immiin sistemin neredeyse hiicrelerinin fonksiyonunu
etkileyen sitokinleri salgilamaya baslarlar (Abbas et al., 1996.). Bu sitokinler B
hiicrelerini, sitotoksik T hiicrelerini (TC), dogal 6ldiiriicti hiicreleri, makrofajlar1 ve
diger immiin hiicrelerini aktive ve regiile etmektedirler (McHeyzer-Williams et al.,

2006).
2.3.4.5. B Lenfositler

Yasam stireleri degiskenlik gosteren B hiicreleri dolasimdaki antikorlarin
tiretiminden sorumlu olan hiicrelerdir. Dolagimdaki olgun B hiicreleri yiizeylerinde
IgM, IgD ve MHC II molekiillerini eksprese ederler. CD9, CD19, CD20 ve CD24 B
hiicrelerinin spesifik belirtegleridir. Olgunlagmis B hiicresi kemik iligini terk ederek,
dolagima katilir ve spesifik bir antijene yanit vermesi i¢in stimiile edilecegi cesitli
periferik lenfoid dokulara go¢ ederler. Yiizey immiinoglobulin reseptorlerini
tamamlayan antijen ile karsilasan ve T hiicreden yardim alan B hiicreleri, kendilerini
antikor salgilayan plazma hiicrelerine veya B bellek hiicrelerine doniistiiren bir dizi
degisiklige ugramaktadirlar. Boliinen ve plazma hiicresine olgunlasan aktive B
hiicresi saniyede binlerce antikor molekiilii iiretebilmektedir. Uretilen antikorlar kan
ve lenf dolagimina salinarak kendilerine 6zgili antijenlerini baglayip uzaklastirirlar.
Daha uzun Omiirlii olan bellek B hiicreleri ise, bir sonraki antijen karsilagmasina
hazirlik olarak periferik dokulara yerlesmektedirler (Chinen et al., 2006; Remington
et al., 1995).

2.3.4.6. Dogal Oldiiriicii Hiicreler

Dogal oldiiriicii (Natural Killer, NK) hiicreler fonksiyon, genotip ve fenotip
bakimindan T hiicrelerinden, B hiicrelerinden ve monosit-makrofajlardan bagimsiz
lenfositlerdir. NK hiicreleri gelisimleri sirasinda virlis ile enfekte olmus belirli
hiicreleri ve tiimor hiicrelerinin bazi tiplerini 6ldiirmek iizere programlanmis
hiicrelerdir. Antiviral bir ajan olan interferon gama (IFN y)’y1 da salgilayan bu
hiicrelerin spesifik ylizey belirtecleri CD16, CD56 ve CD94’tiir. Bu tip lenfositlerin
dogal oldiirticii hiicreler olarak adlandirilmasinin sebebi; uyarilmadan 6nce spesifik
bir antijene ihtiya¢ duymamalaridir. NK hiicreler, sitotoksik olmak icin aktive
edilmeye ihtiyag duyan CD8+ TC hiicrelerinin tersine, yabanci hiicreleri 6ldiirmeye
otomatik olarak programlanmislardir (Vosshenrich et al., 2005). NK hiicrelerinin
sitotoksisitesinin mekanizmasi, por olusturan proteinlerin, enzimlerin ve
toksiksitokinlerin iiretimine dayali olmast bakimindan T hiicre toksisitesinin
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mekanizmasina benzemektedir. NK hiicresinin aktivitesi, in vitro ortamda interlokin-
2 (IL-2) ile karsilastiginda arttirilabilir ki bu lenfokin ile uyarilmis 61diirme aktivitesi
olarak adlandirilmaktadir (Papamichail et al., 2004). Bu sekilde aktive edilmis NK

hiicreleri kanser tedavisinde kullanilmaktadir.
2.3.5.immiinoglobulinler

Immiinoglobulinler, plazma hiicreleri tarafindan salgilanan fonksiyonel bir
immiin-sistem molekiil sifi olan antikorlardir. Benzer ylik ve ¢oziiniirliik 6zelligi
gosteren glikoprotein yapida olan immiinoglobiilinler bifonksiyonel molekiillerdir.

(Antijeni tanima baglama, efektor fonksiyon gosterme).

Tiim immiinglobulinler aslinda birbirlerinden farkli yapilarda olmalarina
ragmen, hepsi benzer ana yap1 iizerine kurulmustur. Immiinglobulinlerin temel
yapilar1 iki es hafif zincir (23kD) ve iki es agir zincirden (50-70kD) olmak iizere

dortzincirden olugmaktadir.

Immiinoglobulinler, her biri ayr1 islev géren IgG, IgA, IgM, IgD ve IgE olmak
iizere bes gruba ayrilmaktadir. Immiinoglobulinler, antijen baglayan en az iki dzdes
bolgeden olusan karakteristik “Y sekilli” bir yapiya sahiptir. Immiinoglobiilin
molekiiliiniin iki c¢atal ucu antijeni baglamakta olup Fab (antijen baglayici)
fragmanlar1 olarak adlandirilirken, molekiiliin Fc fragmani olarak adlandirilan
kuyruk kismi immiinoglobulinin belli bir grubunun karakteristigi olan biyolojik
Ozellikleri belirlemektedir. Agir ve hafif zincirlerin aminoasit dizilimi, sabit (C)
bolgelerini ve degisken (V) bolgelerini gosterir. Sabit bdlgeler immiinoglobulinin
belli bir smnifina ait antikorlar arasinda ¢ok az degisiklik gosteren aminoasit
dizilimine sahiptirler. Degisken bolgeler molekiiliin antijen baglayan bolgelerini
icermektedir. Bu bolgelerin aminoasit diziliminde antikordan antikora goriilen
bliyiik degiskenlik, degisken bolgenin antijen baglayan bolge olarak islev gormesine
olanak tanir. Bu bolgedeki 6zgiin aminoasit dizilimi, antijeni tamamlayict nitelikteki
bir bélgeyi belirler, antijenin taninmasimna ve baglanmasina izin verir. Immiin yanit
siireci boyunca, sinif degistirme (6rn IgM den IgG’ye) meydana gelebilmekte ve B-

hiicre klonunun antikor tiirlerinden birini Giretmesine neden olabilmektedir.

IgG (gama globulin); Serumda %80 oraninda bulunan en kiigiik
immiinoglobiilin smifidir. Dort alt simnifi olan IgG kan, lenf, periton ve omurilik

stvilarinda bol miktarda bulunmaktadir. Fotiiste ¢ok fazla miktarda bulunan IgG,
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yeni dogani ilk aylarda enfeksiyonlara karsi korur. Komplemani aktive eder,
fagositik hiicreler i¢in opsonizasyon yapar, sitotoksik hiicreler i¢in antikora baglh

sitotoksisiteye aracilik eder (Tunali, 2018).

IgA; Serumla %15 oraninda bulunan IgA’nimn iki alt sinifit vardir (IgA1l ve
IgA2) (Tunali, 2018). Tikiiriik, gozyasi, kolostrum, bronsiyal, gastrointestinal,
prostatik ve vajinal sekrasyonlarda bulunan salgisal immiinoglubilindir. IgA,
virlislerin ve bakterilerin epiteliyal hiicrelere tutunmasini onlemekte ve mukozada

lokal enfeksiyonlara karsiprimer savunma olarak gorev yapmaktadir.

IgM; Serumda %15 oraninda bulunan antikor pentamer yapiya sahip en biiyiik
immiinoglobiilindir (Tunali, 2018). Antijene yanit olarak dolasimda ilk beliren ve
fotlis tarafindan da sentezlenen bir immiinoglobulindir. B lenfositlerin hiicre
membraninda yer alan immiinoglobiilinin serumda yiiksek konsantrasyonlarda
bulunmasi antijen ile yeni temasa gecildigini ya da gecirilmekte olan enfeksiyona
isaret etmektedir. Ayni sekilde yenidoganda anneden ge¢mis olan IgG’den ziyade
spesifik bir patojene kars1 olusmus [gM’nin belirlenmesi bir intrauterin enfeksiyonun
ya da bir yenidogan enfeksiyonunun gostergesidir. IgM, kompleman:1 aktive

edebilmesine ragmen toksin ve viriis ndtralizasyonunu yapamamaktadir.

IgD; Serumda %0,2 oraninda bulunan immiinoglobiilin B lenfositlerin
yiizeyinde IgM ile birlikte bulunmaktadir. B hiicrelerinin farklilagsmasinin

baslamasinda bir antijen reseptorii olarak iglev goriir.

IgE; Serumda ¢ok kii¢lik oranlarda bulunan immiinoglobiilin, deri ve diger
dokulardaki alerjik olaylarda gorev almaktadir. Parazitlere karsi olusan IgE’ler
antikora bagimli hiicresel immiin cevap ile parazitin yok edilmesini saglar. Mast
hiicrelerine ve bazofillere baglanabilmektedir. Antijenin mast hiicrelerine veya
IgE’nin bazofile baglanmasi, bu hiicreleri histamin ile birlikte inflamasyon ve
allerjilerde onemli olan diger aracilar1 agiga ¢ikarmalarini tetiklemektedir (Tunali,

2018).
2.3.6. Sitokinler ve Immiin Yamt

Sitokinler, immiin ve inflamatuvar olaylara katilan hiicrelerin etkinliklerinin
artisin1 veya azalisini saglayan, uyarilan T, B lenfositler, monositler, makrofajlar ve
diger hiicrelerden salinan hormon benzeri etkileri olan molekiiller olarak

tanimlanabilmektedirler (Tunali, 2018). Immiin yanitin tiim evreleri boyunca iiretilen
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diistik molekiil agirlikli diizenleyici proteinlerdir. Sitokinler, aktive olmus TH
hiicreleri ve makrofajlar basta olmak iizere pek c¢ok hiicre tipi tarafindan
sentezlenmektedirler. Sitokinlerin iiretimi, genellikle bir sitokinin, ardisik diger
sitokinlerin veya reseptorlerinin iiretimini etkilemesi seklindeki bir tepkime zinciri
icinde meydana gelmektedir. Bu geri besleme paterni, sitokin sentezinin ve dolayisi
ile de immiin yanitin uygun kontroliinii saglamaktadir. Asir1 sitokin iiretiminin septik
sok, gida zehirlenmesi ve kimi kanser tiplerinde oldugu gibi ciddi yan etkileri
olabilmektedir. Sitokinler yanitlarin1 hedef hiicrelerdeki spesifik reseptorlerine
baglanarak meydana getirmektedirler. Bir grup sitokin fagositleri ¢ekip onlar1 aktive
ederek ates ve akut-faz yaniti1 olusturarak inflamasyona aracilik ederken digerleri
beyaz ve kirmizi kan hiicrelerinin hematopoezine yonelik olgunlasma faktorleri
olarak islev goriirler. Interlokin sitokinlerin ¢ogu T hiicreleri, B hiicreleri,
makrofajlar ve diger immiin hiicreleri arasinda hiicre iletisim molekiilleri olarak islev
goriirler. Rekombinan sitokinlerin varligi, immiin yanitin sitimiilasyonu veya
inhibisyonunun istendigi bazi klinik tedaviler i¢in imkan saglamaktadir. Sitokinler,
organizmada immiin sisteminin regiilasyonunda ve inflamatuar olaylarda énemli rol
oynayan molekiillerdir. Lenfositlerin meydana getirdigi sitokinlere lenfokin,
monositlerin meydana getirdigi sitokinlere ise monokin denir. Sitokinler yabanci
antijenlere ve ajanlara karst organizmanin reaksiyonlarinin  kontrol ve
diizenlenmesinde Onemli rol oynarken ayni zamanda hiicreler arasi iligkileri de
diizenleyerek lokal ve sistemik inflamatuar cevapta onemli rol oynamaktadirlar.
Sitokinler hormona benzemekle beraber Ozellesmis bir dokudan degil de cesitli
hiicreler tarafindan yapildiklar i¢in hormon kabul edilemezler ve etkilerini otokrin
veya parakringekilde gosterirler. Bazi hiicreler kiiltiir ortaminda spontan olarak
sitokin salgilayabilirse de sitokinlerin ¢ogu hiicrenin aktivasyonundan sonra
salgilanmaktadir. Istirahat halindeki hiicrelerden sitokin salgilanmamaktadir.
Sitokinler peptid veya glikoprotein yapisinda olup molekiil agirliklar1 6000 ile
60.000 KDa arasinda degismektedir. Cok kiiciik miktarlar1 dahi etkili olan bu
maddeler oldukga aktiftirler. Cesitli sitokinlerin genleri bulunup klonlanmis olup, bu
sayede sitokinlerin daha fazla miktarda yapimi miimkiin olmustur. Bu sitokinlerden
biri diger sitokinlerin salgilanmasina neden olabildigi i¢in sitokinlerin etkisi birbirine
benzeyebilmektedir. Immiin sistemden salgilanan sitokinlerin onemli bir boliimii
interlokinler olup baglica gorevleri immiin sistem hiicrelerini  uyarmaktir.

Kemokinler, interferonlar, interlokinler, lenfokinler, tiimor nekroz faktorii, ancak
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genellikle hormonlar veya biiyiime faktorleri olmayan pek cok sitokin tiirii vardir.
Tiim bu tip sitokinler, makrofajlar, B lenfositleri, T lenfositleri ve mast hiicreleri gibi
bagisiklik hiicrelerinin yan1 sira endotel hiicreleri, fibroblastlar ve ¢esitli stromal
hiicreler de dahil olmak {izere genis bir hiicre yelpazesi tarafindan tiretilirler (Tunali,

2018).
2.3.6.1. interlokin 1 ve 2

IL-1 baglica monosit ve makrofajlar olmak iizere tiim ¢ekirdekli hiicrelerden
salinabilmektedirler. IL-1’ler TH hiicrelere ulasarak etkili olurlar. IL-1’in baslica

fonksiyonu inflamatuar yanita aracilik etmektir.

IL-1, bir akut faz yanitinin {iretimini stimiile edebilir, ndtrofilleri mobilize
edebilir, ates meydana getirebilir ve vaskiiler epiteli aktive edebilir. IL-1 aym
zamanda CD4+ TH hiicrelerinin aktivasyonunda, B hiicrelerinin gelisme ve
farklilasmasinda Oncii sinyal olarak islev goriir. Keratinositler, Langerhans hiicreleri,
normal B hiicreleri, kiiltiire edilmis T hiicreleri, fibroblastlar, notrofiller ve diiz kas
hiicreleri tarafindan da iiretilmelerine ragmen, IL-1 in baslica kaynagi makrofajlardir.
IL-2’nin daha 6nceleri T hiicre biiylime faktorii olarak adlandirilmis olsa da, TH, TC,
B ve NK hiicrelerinin ¢gogalmasi ve fonksiyonu i¢in gerekli oldugu ortaya konmustur.
IL-2, aktive edilmis T hiicrelerinde bulunan spesifik membran reseptorlerine
baglanarak T lenfositler ile etkilesir. T hiicre ¢ogalmasmin idamesi IL-2 ve IL-2
reseptorlerinin mevcudiyetine baglidir, eger bunlardan biri yoksa hiicre ¢ogalmasi
durur ve hiicre 6liir. Bu sitokin antijen varlifinda immiin yanitin en st diizeye
yiikselmesini saglar. Kalp, bobrek ve karaciger transplantlarinin reddini 6nlemek i¢in
kullanilan sikloporin ve takrolimus gibi ilaglar, esas olarak IL-2’nin sentezini inhibe

ederek islev goriirler (Tunali, 2018).
2.3.6.2. interferonlar

Interferon (IFN) ailesi hiicreleri; viriisler, riketsialar, malarya parazitleri ve
diger organizmalar gibi hiicre ici parazitlere karsi koruyan bir sitokin grubudur.
Bakteriyel toksinler, kompleks polisakkaridler ve diger baz1 kimyasal maddeler IFN
tiretimini indiikleyebilmektedir. IFN {iretimini indiikleyen her madde antijenik
degildir. Interferonlarm alfa (a), beta (B) ve gama (y) olmak iizere ii¢ tipi
bulunmaktadir. IFNa, 16kositler tarafindan; INF-f, fibroblastlar tarafinda; IFN-y ise

T ve NK hiicreleri tarafindan iiretilmektedirler. Interferonlarin etkileri patojene 6zgii
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olmayip farkl tiirde viriislere ve hiicre ici parazitlere kars1 etkiliolabilmektedirler.
Immiin reaksiyon esnasinda fiiretilen IFN primer olarak IFN-y’dir. IFN-y,
makrofajlar1 aktive etmek, sitotoksik lenfositleri iiretmek ve NK hiicre aktivitesini
arttirmak {izere fonksiyon goriir. IFN’ler, viriisler, bakteriler, parazitler ve ayrica
timor hiicrelerinin varligma tepki olarak konakgi hiicreler tarafindan {iretilen ve
salgilanan bir grup sinyal proteinleridir. Glikoprotein yapisinda olan maddelerdir ve
viriisle karsilasan her tiirli canli hiicre tarafindan sentezlenebilirler. IFN’ler
giinimiizde de Ozellikle kanser tedavisinde dikkatleri yeniden iizerine g¢ekmistir.
Interferonlarin en o6nemli etkileri, viriislerin ¢ogalmasimi &nlemesidir. Viriisler
viicuda girdikten 12-48 saat sonra c¢ogalarak en yiiksek sayiya ulasirlar. Bu say1
artisindan sonra viriisler tarafindan enfekte olan konak hiicreler interferon {liretmeye
baslarlar ve viriislerin ¢ogalmasini engellenerek viriislerin sayr artist IFN’ler
tarafindan durdurulur. Her canli kendisine 6zgili interferon iiretmektedir. IFN
cesitleri; Alfa (o), Beta (B),Gama (y)’dir. Bu {i¢ interferon tipinden hangisinin
iiretilecegini, interferon tireten hiicre ile interferon {iretimini uyaran viriis tipi belirler.
a ve v interferonlar1 lenfositler tarafindan iretilirken, [ interferonlar1 viicut
hiicrelerinin ¢ogu tarafindan iiretilebilir. Interferon gama bir dimerik proteindir ve
yogun sekilde i¢ i¢e gecen iki 6zdes zincirden olusur. Reseptoriiniin iki kopyasi IFN
gamanin her iki tarafina da baglanir. Bunlardan IFN-y hiicresel immiinitede énemli
rol oynar. IFN-y, immun yanit reglilasyonunu, fagositer hiicre aktivasyonu saglar ve
Thl aktivite artisi, hiicresel immiinite artisi, Th2 ve B lenfosit inhibisyonu ile

humaral immiinitede baskilanma yapar (Meagher et al., 2001).
2.3.6.3. Tiimo6r Nekroz Faktorii (TNF)

Tiimor nekroz faktorii (TNF, kaseksin veya kasektin; onceleri timor nekroz
faktorii alfa veya TNF-a olarak da adlandirilabilmektedir); sistemik inflamasyonda
yer alan ve akut faz reaksiyonunu olusturan sitokinlerden biridir. CD4+ lenfositler,
NK hiicreleri, notrofiller, mast hiicreleri, eozinofiller ve noronlar gibi diger birgok
hiicre tipi tarafindan iiretilebilmesine karsin, esas olarak aktif makrofajlarca iiretilir.
TNF, homolog bir TNF alanina sahip ¢esitli transmembran proteinlerden olusan TNF
siiper ailesinin bir {yesidir. TNF'nin birincil roli bagisiklik hiicrelerinin
diizenlenmesidir. Bir endojen pirojen olan TNF; atesi, apoptotik hiicre 6liimiinii,

kaseksiyi, inflamasyonu tetikleyebilmekte, viral replikasyonu (viriis ¢ogalmasini)
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baskilayabilmekte ve IL-1 ile IL-6 iireten hiicreler yoluyla sepsise yanit

verebilmektedir (Tunali, 2018).

TNF-a, endotel hiicrelerinin adezyon molekiillerini iiretmek tizere uyararak ve
sitokinler i¢in kemotaktik olan kemokinleri iireterek enfeksiyon bolgelerine notrofil
ve makrofajlarin yapismasina aracilik eder. TNF-a, ayn1 zamanda, ates olusumu i¢in

hipotalamusa etki eder ve akut faz protein iiretimini kolaylastirir.

IL-1 gibi, TNF-a da c¢oklu immiinolojik ve inflamatuar etkileri olan bir
sitokindir. TNF, aktive edilmismakrofajlar ve T hiicreleri gibi aktive edilmis diger
hiicreler tarafindan iiretilir. Inflamatuar yanitta énemli bir araci olarak davranmasi ve
ates yanitin1 dolayli yoldan etkilemesinin yaninda, TNF T hiicreleri i¢in bir ko-
stimiilator olarak fonksiyon gorebilmektedir. Bu sitokin 6zellikle IL-1, IL-6 ve IL-8

i¢in giiclii bir stimiilator olarak gorev yapmaktadir (Vassali, 1992).
2.3.6.4. Hematopoetik Koloni Uyaric1 Faktorler

Koloni uyarict faktdrler, ¢cok sayida trombosit, eritrosit, notrofil, monosit,
eozinofil ve bazofil {iretmek igin, kemik iliginde pluripotent kok hiicreleri ve
progenitdr veya prekiirsdr hiicreleri uyaran sitokinlerdir. Uzerine etki ettikleri hedef
hiicre tipine gore adlandirilirlar. GM-CSF graniilosit-monosit progenitdr hiicreler
tizerinde etki ederek monositleri, nétrofilleri ve dentritik hiicreleri uyarir; GCSF daha
spesifik olarak nétrofil tiretimini tesvik eder; MCSF ise spesifik olarak mononiikler
fagosit progenitorii yonlendirir. IL-1, IL-2, IL3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7 ve IL11 gibi

diger sitokinler de hematopoezi uyarabilirler.

Interlokin 4 (IL-4), aktif T lenfositler ve mast hiicreleri tarafindan sentez edilir.
B hiicre biliytime faktorii 1 (BCGF-1) veya B hiicre uyarict faktor 1 (BSF-1) olarak
da bilinmektedirler. 20kd agirliginda olup kodlayan genler 5. kromozon iizerindedir.
Bu bolge IL-3, IL-5, GM-CSF, M-CSF ve M-CSF reseptor genlerini de
bulundurdugundan hemopoezde Onemlidir (Jansen et al.,1990). IL-4, fibroblast
proliferasyonunu arttirirken, hematopoezde "colony forming unit granulosit" (CFU-
G) ve "burst forming unit makrofaj" (BFUM) {izerine ise inhibitor etki olusturur.
Monositleri aktive eder, MCH II belirmesini, M-CSF ve GCSF olusumunu arttirir,
mast hiicrelerini, B ve T lenfositleri prolifere eder, B lenfositlerde IgE sentezi ile
MHC 1I belirmesini uyarir ve Lenfokin ile aktive edilen katil hiicre (LAK) hiicre

olusumununa neden olur. IL-4, B lenfositler ve monositler iizerinde IgE’nin diisiik
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afiniteli reseptoriiniin (CD23) belirmesini artirir (Takeda et al.,1996). Makrofajlarin
tiimdr hiicrelerine karsi sitotoksisitesini, parazitlere karsi etkinligini, C2 proteini ve
doku plazminojen aktivitdr yapimi iizerine uyarici etkisini arttirir. T lenfositler, NK
ve LAK gibi sitotoksik hiicrelerin fonksiyonel aktivitelerini ve proliferasyonunu
arttirir.  IL-4’{in  hiicreler iizerinde olusturdugu proliferasyon IL-2’ye bagiml
olmadigindan siklosporin-A ile bloke edilemez. Buna karsilik NK ve LAK hiicre
aktivitesi IL-4 ile bloke edilebilir. IL-4’lin bu 6zelliklerinden baska antikoagulan etki
de olusturdugu da gosterilmistir (Tortalan et al.,1995).

2.4. Akcigerlerin Histolojisi

Solunum sisteminin en temel organi olan akcigerler gogiis boslugunu
cevreleyen serdz zar (ployra) ile sarili olarak goglis kafesi igerisine yerlesmistir.
Ployranin bosluga bakan yiiziinde tek sirali yass1 mezotel hiicreleri bulunmaktadir.
Mezotel hiicrelerinin altinda ise subseroza adi verilen gevsek bir bag doku bulunur.
Subseroza katmaninda kollajen ve elastik iplikler ile diiz kas hiicreleri
bulunmaktadir. Akciger kapsiiliinii olusturan bu bag doku organ igerisine girerek
akcigeri lop ve lopguklara ayirir. Organ igerisinde intersitisyum olarak adlandirilan
bu bag doku loplar arasinda daha genis, lopguklar arasinda daha dar bir alanda
bulunur. Kan ve lenf damarlari, sinirler ve solunum borucuklarmin hepsi
intersitisyum igerisinde yer almaktadir. Akcigerler yapisinda bulunan olusumlarin
fonksiyonlarina gore havayi ileten borular ve respiratorik doku olmak tizere iki ana

boliimde incelenir (Junqueria et al., 2009; Ozer, 2018; Ross et al., 2006).
2.4.1.Havayi ileten Borular

Havay1 ileten borular, trekeyanin gogiis bosluguna ikiye ayrildigi yerden
baslayip respiratorik dokuya kadar devam eder. Trekeanin ikiye ayrildigi bu bolgeye
bifurkasyon noktas1 adi verilir. Bifurkasyon noktasindan akcigerlerin disina kadar
bronglar, ekstrapulmoner bronslardir. Akciger girdikten sonra dallanarak devam eden
boliim ise intrapulmoner bronslar olarak adlandirilmaktadir (Junqueria et al., 2009;

Ross et al., 2006).
2.4.2.Brons

Bronglar bifurkasyon noktasindan itibaren, akcigerin hilusuna kadar olan ilk
bronglar, akciger dokusu disinda yer alan ekstrapulmoner bronslardir. Akcigerlere

hilusdan girdikten sonra organ i¢inde dallanarak seyreden bdliimii ise intrapulmoner
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bronsglardir.  Bronglar, akcigerler igersine girdikten sonra c¢aplar1 kiiglilerek
dallanirlar. Bronglarin limenini respiratorik mukoza kaplar. Lamina epiteliyalisi
kadeh hiicreli, yalanci ¢ok katli prizmatik epitel yapisinda olup, kinosilyumlara
sahiptir. Lamina propriyasinda bol miktarda elastik ve kollajen iplikler bulunur. Bu
katmanda lenfositlere infiltrasyon ve follikiil tarzinda rastlanabilmektedir. Lenf
folikiilleri, viicudun farkli bolgelerinde bulunan mukozal immun sistemin brons
sistemindeki Ogeleridir ve brons iligkili lenfoid doku (BALT) olarak
adlandirilmaktadir. Lamina muskularis katmanmi sirkiiler seyirli birka¢ sirali kas
hiicrelerinden olusur. Submukozada glandula bronkalis diye isimlendirilen bezler
bulunur. Brons c¢ap1 kiigiildikge bezlerin sayilart da azalmaktadir. Mukoza
katmaninin disinda baglangigta pargali olarak bulunan hiyalin kikirdaklar, brons ¢ap1
kiiciildiik¢e azalir. Bronglar1 disaridan ¢evreleyen bag doku adventisyanin karsiligidir

ve igerisinde bol miktarda kan damari, lenf damar1 ve sinir telleri bulunmaktadir

(Esrefoglu, 2009; Ozer, 2018; Ross et al., 2006).

Bronglarin bitmesi ile havayi ileten borularin duvar yapisinda bir takim
degisimler meydana gelir. Pargali kikirdak ve bez yapisinin tamamen kaybolmasi
gibi degisiklikler meydana gelir. Bezlerin kayboldugu yerden itibaren kanal artik
bronscuk adint alir (Esrefoglu, 2009; Junqueria et al.,2009; Kierszenbaum, 2006;
Ovalle et al., 2009; Ross et al., 2006)

2.4.3.Bronscuklar

Epitel katmaninin karakteri degiserek tek katli prizmatik epitele doniisiir.
Kinosilyumlara sahip olan prizmatik hiicrelerin arasinda kadeh hiicreleri bulunur.
Bronscuklar ilerlemeye devam ettikge prizmatik epitel yerini kiibik hiicrelere birakr,
kadeh hiicreleri ise azalarak kaybolur (Esrefoglu, 2009; Junqueria et al., 2009).
Bronscuklarin son boliimlerinde silyumsuz epitel hiicreleri artar ve surfaktan madde
salgilayan clara hiicrelerine doniisiirler. Epitel altindaki bag doku da oldukea incelir,
altinda ise elastik iplik ve diiz kas hiicrelerinden olusan lamina muskularis kalir.
Lamina muskularis ise disaridan ince bir bag dokulu ile sarilidir. Bronscuklarin
bronslardan sonraki ilk boliimii bronkulus verus (bronkulus terminalis/kapali
bronscuk); respiratorik dokuya yakin olan boliimii ise bronkulus alveolaris) olarak
isimlendirilir. Bronkulus alveolarisde silyumlu/silyumsuz hiicreler ve yassi hiicreler

bulunurken, kadeh hiicreleri kaybolmustur (Ross et al., 2006; Ozer, 2018).

2.4.4. Respiratorik Doku
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Sistemin fonksiyonlarini yerine getirmede en énemli boliimiidiir. Bu kisimda
Ozellesmis yapilar bulunmaktadir. Akciger lopguklar: igerisinde yer alan fonksiyonel
tinite alveol denilen yapilardan olusur. Cok sayida alveoliin birlesmesi ile kese
seklinde bir yap1 olusur ki buna sakkulus alveolaris denir (Kierszenbaum, 2006;

Ovalle et al., 2009; Ozer, 2018).

Brongcuklarin son boliimii olan bronkulus alveolaris, sakkulus alveolarise
acilir. Bu kanal benzeri yapi, alveol kesesi igerisinde gercekte olmayan dukrus
alveolaris seklinde devam eder. Sakkulus alveolarisi olusturan alveoller, interalveolar
septum ile baglant1 halindedir. Alveoller akcigerin siingerimsi dokusunu olusturur.
Interalveolar septumlarda bag doku iginde elastik iplikler ve diiz kas hiicreleri bir
arada bulunurlar. Bu yap1 havanin alveollerden yani duktus alveolarilerden disari

verilmesinde 6nemli rol oynar.

Sakkulus alveolarislerin arasinda bulunan bag doku
intersakkulerintersitisyum olarak adlandirilir. Alveol keseleri arasinda bulunan bag
doku yapisindaki intersitisyum, birbirine komsu keselerin bazi alveolleri arasinda
cok incedir ve alveoller birbiriyleri ile temas halindedir. Temas halindeki alveoller
arasinda yer yer porlar bulunur. Boylelikle sakkulusalveolarisler arasinda luminal

iligki kurulur (Junqueria et al., 2009).

Interalveoler ve intersakkulerseptumlarda elastik, kollajen ve retikulum
iplikleri ile bol miktarda kapillar damarlar bulunur. pulmanalis kolu olan kapillarlar

yumak seklinde alveolii sarar (Junqueria et al., 2009; Ross et al., 2006).

Alveoller, oksijen ve karbondioksit degisiminin yapildig: linitelerdir. Alveol
liimenini ¢evreleyen epitel tek siralidir (Ross et al.,, 2006). Bu hiicrelerin
sitoplazmalar1 oldukca incelmistir. Alveolii ¢evreleyen bazal membran ile alveolii
cevreleyen damarin bazal mambrani karsi karsiya gelmistir (Ross et al., 2006,
Esrefoglu, 2009). Daha sonra da kapillar damar liimenini ¢evreleyen endotel
hiicresinin sitoplazmasi ve damar i¢inde yer alan alyuvarlar bulunur (Ovalle et al.,
2009). icte, alveolii gevreleyen ince sitoplazmali epitel hiicreleri Pndmositlerdir. Bu
kisimlardan gaz degisimi gerceklesir. Kan ile gelen karbondioksitin alveole verilmesi
ve soluk almayla alveole gelen oksijenin kana geg¢mesi son derece incelmis bu
duvardan olur. Bu katmanlarin tiimiine * Kan-hava bariyeri’ denir. Alveol duvarinda
yer alan ikinci grup hiicre Pnomositll’dir. Bunlar az sayida olup yuvarlaga yakin,
liimene dogru cikintili hiicrelerdir (Junqueria et al., 2009; Kierszenbaum, 2006).
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Organel yoniinden zengin olan bu hiicreler surfaktan denilen maddeyi salgilar.
Surfaktan, antiatelektezik faktoér olarak alveollerin epiteli iizerinde bir katman
olusturur. Alveol duvarin1 gergin tutarak kapanmalarini 6nler. Atelekteziyi 6nleyen
baska bir mekanizma da interalveolerseptum, intersakkulerseptum, interlobuler
alanlar ve bunlarin subploral alanda bulunan elastik iplik ve diiz kaslarla olan
iliskisidir. Akciger dokusunda bulunan bir bagka hiicre de alveol epitelinin altindaki
bag dokuda bulunan alveolermakrofajlardir. Bunlar organizmada
mononiikllerfagositik sisteme dahil olan hiicrelerin akcigerdeki temsilcileridir.
Kandaki monositlerden koken alan bu hiicreler, alveol epitelleri arasinda alveol
liimenine ¢ikarak zararli maddelerin fagosite ederler (Ross et al., 2006, Esrefoglu,

2009).
2. 5. Timokinonun Akcigerler Uzerindeki Etkisi

Timokinon ve akcigerler lizerine ¢ok sayida c¢alisma yapilmistir. Yapilan
caligmalarda timokinonun akcigerler iizerine koruyucu etkileri oldugu belirtilmistir
(El Gazzaret al., 2006; Giizelsoy et al., 2018). Gilizelsoy ve ark. (2018) yaptiklar
caligmalarinda; timokinonun siklofosfamid, toluen ve bleomisin kaynakli akciger
hasarn1 azalttifini, benzopiren kaynakli mide tlimorlerini engelledigini ve
gentamisin ototoksisitesini engelleyerek koruyucu rol aldigini bildirilmektedir
(Giizelsoy et al., 2018). Timokinon’un baslangi¢ tedavisinin (5 mg/kg) kolon
tiimorlerinin baglangic evresinde olusan 1,2-dimetil hidrazin kaynakli oksidatif stresi
azalttig1 ve kolon displazi (anormal doku buyumesi) derecesi ve tiimor insidansini
diizelttigi bildirilmistir. Timokinonun wuzun siireli tolilene maruziyeti sonrasi
olusturulan hipokampal noérodejenerasyon modelinde ise antioksidan etkiye sahip
oldugu gosterilmistir (Glizelsoy et al., 2018). Ayrica Glizel ve ark.(2018)’lar
yaptiklar1 caligmalarinda, ¢orek otu ve timokinonun, radyasyona maruziyetle
olusturulan sigan beyin dokusundaki nitrosatif strese karsi antioksidan etki
gosterdigini bildirilmistir (Glizelsoy et al., 2018). Yapilan ¢aligmalarda timokinonun
antienflamatuar etkileri allerjik akciger inflamasyonlu fare modelinde gosterilmistir.
Timokinonun akcigerdeki inflamatuvar hiicre infiltrasyonunu, Th2 sitokinleri ve
akciger eozinofilisini azaltarak alerjik astimda, pulmoner inflamasyonu azalttig1
bildirilmistir. Ayrica, serumdaki yiikselmis IgG1 ve ovalbumin (OVA) spesifik IgE
seviyelerini de azalttig1 tespit edilmistir (El Gazzar et al. 2006). Bronkoalveoler lavaj

stvisinda IFN-y iiretimi indiikledigi ve IL-4, IL-5 ve IL-13 {iretimini azalttif
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gosterilmistir (El Gazzar et al., 2006). El Gazzar ve ark. (2006) tarafindan yapilan
calismada timokinonun LT-C4 ve LT-B4 iiretimini ve 5-LO ekspresyonunu azaltarak

hava yolundaki inflamasyonu diizelttigi bildirilmistir (El Gazzaret al., 2006).

N.sativa tohumlarindan elde edilen ugucu yagin ana aktif bileseni olan
timokinonun enflamasyon ve bronsiyal astim iizerinde immiin stimiilatdr ve
antienflamatuar etkili oldugu agiklanmistir. 2006 yilinda yapilan bir ¢aligmada alerjik
astimin bir fare modelinde hava yoluyla bulasan inflamasyon {izerine timokinonun
etkisine bakilmistir. Ovalbumine duyarli farelerin hava ile maruziyetinden 6nce
timokinonun intraperitoneal enjeksiyonu akciger eozinofilinde belirgin bir azalmayla
sonuclanmistir. Ovalbumin antijeni ile hava yolu ile maruziyet sonrasinda yiiksek
Th2 sitokinleri gozlenmistir. Hem in vivo bronkoalveolar lavaj sivisinda hem de in
vitro da ovalbuminli akciger hiicrelerinin stimiilasyonu saptanmistir. Timokinon
ayrica ovalbumine 6zgii IgG1’in yiliksek serum seviyelerini diiglirmiistiir. Akciger
dokularinin histolojik ¢aligmalart gostermistir ki, timokinon allerjen indiiklii akciger
eozinofilik inflamasyonu ve mukus {iireten goblet hiicrelerini 6énemli 6l¢lide inhibe
etmistir (El Gazzaret al., 2006). Timokinonun IL4, IL5 ve IL13 inhibisyonunda
onemli 6l¢iide etkili oldugu gosterilmistir. Timokinonun BAL sivisindaki IFN-y
tiretiminin indiiksiyonunda bazi etkilere sahipken, ovalbumin antijeni ile stimule
edilmis akciger hiicrelerinin kiiltiire alinmasi yoluyla IL4’{in in vitro iiretimi tizerinde
onemli bir etkisi olmadig1 calisma sonucunda gosterilmistir. Bu verilere dayanarak
timokinonun Th2 sitokinlerin inhibisyonu yoluyla allerjik havayolu ile bulasan
inflamasyonu ve havadaki eozinofilin filtrasyonunu azalttig ileri siiriilmektedir. Bu
durum timokinonun, akcigerlerdeki allerjik cevap sirasindaki potansiyel

antienflamatuar roliiniin varligin1 gostermektedir (El Gazzar et al., 2006).

Molekiiler diizeyde, TGF-21, a-SMA, kollajen 1al ve kollajen 4al genlerinin
ifadeleri de timokinon tarafindan kontrol seviyesine geri dondiirlilmiistiir. Bu ¢alisma
ile, timokinonun oksidatif stresin inhibisyonu ve profibrotik genlerin asagi
regiilasyonu 1ile akciger fibrozisinin tedavisi i¢in Onleyici ve terapotik potansiyele

sahip oldugunu gosterilmistir (Fatemeh et al., 2016).
2.5.1. Timokinonun immiinmodiilatér Etkisi

Timokinonun immunmodiilator etkilerini arastirmak amaciyla ¢ok sayida calisma

yapilmistir. Yapilan bir in vivo ¢alismada N. sativa yagi ile dort hafta tedavi goren

deneklerin ¢ogunda CD4/CD8’de %55 oraninda artis ve NK hiicre fonksiyonlarinda
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%30 artis goriilmiistiir (Salem, 2005). N. sativa proteinlerinin insan periferal kan
mononiikleer hiicreleri (PBMC)’nin B hiicre mitojenleri LPS ve PWM cevaplarini
baskiladiginin bulundugu daha o©nceki calismalardan elde edilen sonuglara
dayanilarak N. sativa bilesenlerinin B hiicre mediyatorlerinin  immiiniteyi
downregiile etme egilimi gosterdigi bildirilmistir (Haq et al., 1999; Salem, 2005).
Insan periferal kan mononiikleer hiicreleri (PBMC)’si kullamilarak N. sativa tohum
proteinlerinin sitokin iiretimi lizerine etkilerini aragtirmak amaci ile Haq ve ark. nin
(1999) yapmis olduklar1 ¢alismalarinda; proteinlerin allojenik hiicreler varliginda ya
da yoklugunda kiiltire alindiginda lenfositler tarafindan IL-3 ve IL-1’in {iretimini
arttirdigl gozlenmistir. Bu artigin N. sativa proteinlerinin saf hiicrelerinin kendisi
lizerinde stimiilator etkisinden kaynaklandigi diistiniilmiistiir. Ancak ayni ¢alismada,
ayni iretim sartlar1 altinda N. sativa tohumlarinin saf ekstresinin ya da ¢6ziinebilir
fraksiyonlarinin IL-2 ve IL-4’lin iretimi {iizerine higbir etki gdstermedigi
bildirilmigtir (Haq et al., 1995). N. sativa proteinleri aktive olmamis PBMC’de IL-8
tiretimini baskilamistir. Abuharfeil ve ark. (2001) yilinda yaptiklar1 ¢alismalarinda,
N. sativa tohumlarinin sulu ekstrelerinin 1 haftalik oral uygulanisi sonrasinda splenik
NK hiicre sayisini ve onlarin YAC-1 tiimor hatlaria karsi sitotoksisitelerini yaklagik
iki kat arttirdigin1 rapor etmislerdir (Abuharfeil et al., 2001). Ilave olarak N. sativa
yaginin streptozotosin indiiklii diyabetlilere 6 hafta oral verilisi belirgin faydal
etkiler saglamistir. Peritoneal makrofajlarin aktivitesinde artma, periferal kanda
diyabetik hamsterlarla kiyaslandiginda lenfosit sayisinda da artis oldugu saptanmistir

(Salem, 2005).
3. MATERYAL VE METOD
3.1. Deney Hayvanlar: ve Bakim Kosullari

Calisma Ondokuz Mayis Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve
Arastirma Merkezi, Ondokuz Mayis Universitesi Veteriner Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda yiiriitiildii. Calisma materyali olarak
35 adet SpragueDawley 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 iceren ortamda bakildi. Ratlarin her timokinon uygulamasi

oncesinde canli agirliklar1 tartildi ve uygulanacak olan timokinon miktar1 belirlendi.
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Deneysel Onay No: 2015/51

Ratlar, 1. grup (Deney 1)

2. grup (Deney 2)
3. grup (Deney 3)
4. grup (Deney 4)

5. grup (Kontrol) olmak {izere 7’ser rattan olusan 5 gruba ayrild1 ve deney

42 giin siirdiirtldi.
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 gavajsonda yardimi
ile uygulandi.

5. Kontrol grubuna ise herhangi bir uygulama yapilmadi.

3.3. Hayvanlarin Canh Agirhk Olgiimii, Organlarin Ahnmasi, Tespit ve

Takip

Calisma sonunda ratlarin canli viicut agirliklar tartilacak, ketamin+ ksilazin
anestezisi altinda ratlarsakrifiye edildi. Ardindan ratlara ait akciger dokular1 alinarak

tespit edildi.

Tiim gruplara ait ratlarin akciger dokular1 24 saat siire ile %10’luk Tamponlu
Formaldehit tespit soliisyonunda tespit edildi. Rutin doku takibi prosediirleri
uygulanarak, dokular parafin bloklara gomiildii. Parafin bloklardan 5 p’luk kesitler

alindiktan sonra normal histolojik yapmin incelenmesi igin Crossmon’mn iiglii
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boyama teknigi kullanildi (Crossmon, 1937). Ayrica parafin bloklardan alinan 5
wluk doku kesitlerinde IL-2 ve IFN-gama’larin varligi immunohistokimyasal
yontemlerden streptavidin-biotin-kompleks yontemi kullanilarak gosterildi. Elde
edilen preparatlar Nikon E-801 arastirma mikroskobu altinda ve Nikondigital-sight
goriintiileme sistemi ile fotograflandi. Immunohistokimyasal degerlendirmeler
boyanmama (-), zayif boyanma (+), orta siddette boyanma (++) ve siddetli boyanma

(+++) ozelliklerine gore 0’dan 3’e kadar degerler verilerek yapildi (True, 1990).
3.4. immunohistokimyasal Boyama

Parafin bloklardan alman 5 p’luk akcigerkesitlerinde IL-2 ve IFN-y’larin
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 kullanildi.

Protein Bloklama Soliisyonu

Zymed firmasina ait, kullanima hazir, 85-6743 kod numarali Histostain® Plus
Rabbit Primary Kit’inbloklama soliisyonu kullanildi.

Primer Antikor

Calismada, Biont firmasina ait IL-2 (Biont, YID5405) ve IFN vy (Biont, 2791)
rabbit poliklonal primer antikorlar1 kullanildi. IL-2 antikoru 1:750, IFN gama

antikoru 1:500 oraninda antikor sulandirma soliisyonu ile sulandirildi.
Sekonder Antikor

Zymed firmasina ait, kullanima hazir, 85-6743 kod numarali Histostain® Plus
Rabbit Primary Kit’inbiotinligoat anti-rabbit antikoru kullanildi.

StreptavidinPeroksidaz

Zymed firmasina ait, kullanima hazir, 85-6743 kod numarali Histostain® Plus
Rabbit Primary Kit’in HRP-Streptavidin biotin peroksidazi kullanildi.

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

DAB kromojen ve DAB substrat karisimindan (Iml distile suya 1, 2 ve 3
numarali substrattan 1’er damla karistirilarak) dokularin iizerini kapatacak sekilde
preparatlara damlatilarak 10 dakika beklendi. Bu soliisyon immunositokimyasal
boyama sirasinda taze olarak hazirlandi ve hazirlandiktan hemen sonra kullanildi.

Immunohistokimyasal Boyamada Kullanilan Soliisyonlar
Poly-L-lysine Soliisyonu

Immunohistokimyasal boyamalarda kullamlacak 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
cekildi.

Phosphate BufferedSaline (PBS) Soliisyonu

Immunohistokimyasal boyamalar sirasinda biitiin yikamalar igin kullamlan
PBS soliisyonu, sodyum klortirden (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 Itdistile su i¢inde eritilerek hazirlandi

Hidrojen Peroksit Soliisyonu

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

Sitrat Buffer Solusyonu

Dokulardaki antijeni aciga ¢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°1iik alkol (2x5 dakika), %96’lik alkol (2x5 dakika), %80’lik
ve %70’lik alkol (5 dakika) soliisyonlarindan gegirildi.
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4- Dokulardaki antijeni ag¢iga c¢ikarmak icin sitratbuffer (pH:6) soliisyonu
icersine alinan kesitler mikrodalga firinda, 700 watt’lik devirde, 3 defa olmak {izere
5’er dakikalik 1sitma islemine tabi tutuldu. Daha sonra sitrat buffer soliisyonu

igcersindeki kesitler 20 dakika oda 1sisinda sogumaya birakildi.

5- Sitrat buffer soliisyonundan ¢ikarilan kesitler PBS ile yikanda.

6- Endojenperoksidaz aktivitesini Onlemek icin, dokular %3’liik hidrojen
peroksit (6ml H,O, + 64 ml distile su) soliisyonu igersinde 10 dakika inkiibe
edildi.

7- Kesitler PBS icersinde 3 defa olmak tizere 5’er dakika yikandi.

Bundan sonraki asamalarda kesitlerin kurumasin1 6nlemek amaci ile kesitler
chamber icerisine konuldu.
8-PBS soliisyonundan ¢ikarilan dokularin etrafi iyice kurulandiktan sonra
tizerlerine protein bloke edici soliisyon damlatildi ve 60 dakika beklendi.

9- Kesitler yikanmadan iizerlerine 1/500 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 igersinde 3 defa olmak tizere 5’er dakika yikandi.

11-PBS’den ¢ikan kesitlerin iizerine Biyotin damlatilarak oda sicakliginda 15
dakika inkiibe edildi ve sonra dokular PBS icersinde 3 defa olmak iizere 5’er
dakika yikandi.

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 {izerini 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 c¢ekirdek boyamasi icin 10 sn. Harris hematoksilen
soliisyonunda bekletildi.

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

18- Yikama isleminden sonra dokular dereceli alkollerden (%96, 100) gegirilerek
ksilole alind1 (3x10 dakika).
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19- Kesitler iizerlerine 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 goézlemciler
tarafindan, boyanmama (-), zayif boyanma (+), orta siddette boyanma (++) ve

siddetli boyanma (+++) 6zelliklerine gore 0’dan 3’e kadar degerler verilerek yapildi.

4. BULGULAR
4.1. Histolojik Bulgular;

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

Organ; brons, brongcuk, alveoller yoniinden incelendiginde gruplar arasinda bazi

morfolojik farkliliklar tespit edildi.

Kontrol Grubu: Genel olarak akcigerler incelendiginde; interalveolar septal
dokuda kalinlagma, alveol yapilarinda yer yer ¢ok hafif derecede dejenerasyonlara
rastlanildi. Bronsiyollerin duvarlarinda ve interalveolar bodlgede yogun Ilenfosit
infiltrasyonlarive bazi bolgelerde follikiil tarzinda lenfosit odaklar1 saptandi. Ayrica
brons ve bronsiyollerin epitel dokularinda da doku biitiinliigiiniin hafif derecede

bozulmus oldugu belirlendi (Sekil 3,4).
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Sekil 4. Kontrol grubu akciger genel goriiniim, ticlii boyama x 20’lik objektif
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I.Grup: Preparatlar degerlendirildiginde; alveolar yapinin, interalveolarseptal
dokunun kontrol grubuna goére normal oldugu belirlendi. Brong ve bronsiyollerin
yapisi genel olarak kontrol grubundaki yapiya benzerdi. Lenfosit infiltrasyonlarinda

belirgin azalma oldugu tespit edildi (Sekil 5,6).
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Sekil 5. Iml/kg (ip)timokinon akciger genel goriiniim, tiglii boyama x 10’luk objektif
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Sekil 6.1ml/kg (ip)timokinon akciger genel goriiniim, iiglii boyama x 20°lik objektif

II. Grup: Doku incelendiginde brons ve bronsiyollerin epitellerinde yer yer
dejenerasyonlarin varligi tespit edildi. Lenfosit infiltrasyonlarinin ve bronsiyol

epitellerindeki dejenerasyonlarin kontrol grubuna gore olduk¢a azalmis oldugu
belirlendi. (Sekil 7,8).
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Sekil 8. 2ml/kg (ip)timokinon akciger genel goriiniim, ti¢lii boyama x 20°lik objektif
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III. Grup: Preparat genel olarak degerlendirildiginde; kontrol grubunun
bulgularina benzer bulgular gozlendi. Interalveolar septal dokuda kalinlasma ve
alveol yapilarinda yer yer c¢ok hafif derecede dejenerasyonlara rastlanildi.
Bronsiyollerin duvarlarinda ve interalveolar bdlgede yogun lenfosit infiltrasyonlari
ve bazi bolgelerde follikiil tarzinda lenfosit odaklar1 saptandi. Ayrica brons ve
bronsiyollerin epitel dokularinda da doku biitlinliigliniin hafif derecede bozulmus

oldugu belirlendi (Sekil 9,10).

Sekil 9. 10 mg/kg (gavaj)timokinon akciger genel goriiniim, {i¢lii boyama x 10’luk objektif
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Sekil 10. 10 mg/kg (gavaj)timokinon akciger genel goriiniim, ii¢lii boyama x 20’lik objektif

IV. Grup: Doku incelendiginde brons ve bronsiyollerin epitellerinde yer yer
dejenerasyonlarin varligi tespit edildi. Lenfosit infiltrasyonlarinin ve bronsiyol
epitellerindeki dejenerasyonlarin kontrol grubuna ve {i¢iincii gruba gore daha hafif

oldugu belirlendi (Sekil 11,12).
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Sekil 11. 20 mg/kg (gavaj)timokinon akciger genel goriiniim, ii¢lii boyama x 10’luk objektif
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Sekil 12. 20 mg/kg (gavaj)timokinon akciger genel goriiniim, ii¢lii boyama x 20’lik objektif
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4.2. Immunohistokimyasal Bulgular;

Immunohistokimyasal olarak IL-2 ve IFN y gama 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 puanlari arasinda
degerler verilerek yapildi (True,1990). Tiim gruplarda brons ve bronsiyollerin epitel
hiicrelerinde, brons ve bronsiyol duvarindaki hiicrelerde ve alveol duvarinda bulunan
hiicrelerde farkli siddetde boyanma reaksiyonlar1 gozlendi.  Negatif kontrol

preparatlarinda herhangibir boyanma gozlenmedi (Sekil 13).

Sekil 13: Negatif kontrol x10

IL-2; Gruplara ait preparatlar ayr1 ayr1 degerlendirildiginde immun pozitif
reaksiyonlarin genellikle brong ve bronsiyollerinepitel hiicrelerinde, brons ve
bronsiyol duvarindaki hiicrelerde ve alveol duvarinda farkli siddetlerde oldugu

gozlendi. Gruplar kendi aralarinda ayrintili olarak degerlendirildiginde; en yogun
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reaksiyonlarin kontrol grubunda oldugu, diger gruplarda ise daha hafif immun

reaksiyonlar oldugu belirlendi.

Gruplari kendi iglerinde degerlendirdigimizde ise;

Kontrol Grubu: Preparat degerlendirildiginde; brons vebronsiyol epitellerinde
zayif; duvarlarinda ise orta siddette immun pozitif reaksiyonlar tespit edildi. Alveol
duvarinda ise diger bolgelere gore daha gii¢lii reaksiyonlarin oldugu tespit edildi.

(Sekil 14,15, Tablo 1)

Sekil 14:Kontrol grubulL-2 ekspresyonu x 10’luk objektif
Ok:brons ve brosiyolepiteli, ok bast: Brong ve brongiyol duvari, *: Alveol
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Sekil 15:Kontrol grubulL-2 ekspresyonu x 20’lik objektif
Ok:brong ve brosiyolepiteli, ok basi: Brons ve bronsiyol duvari, *: Alveol

1. Grup: Akciger dokusu ayrintili olarak incelendiginde; brons ve
bronsiyolepitellerinde ve duvarlarinda birbirlerine benzer olarak ¢ok hafif siddette
immun reaksiyonlar gozlenirken, alveol duvarinda ise bronsiyollere oranla daha

yogun pozitif reaksiyonlar tespit edildi (Sekil 16,17, Tablo 1)
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Sekil 16:1 ml/mg timokinon (ip) grubulL-2 ekspresyonu x 10’luk objektif
Ok:brong ve brosiyolepiteli, ok basi: Brong ve bronsiyol duvari,  *: Alveol
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Sekil 17:1 ml/mg timokinon (ip) grubulL-2 ekspresyonu x 20°likk objektif
Ok:brong ve brosiyolepiteli, ok bast: Brong ve bronsiyol duvari,  *: Alveol
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2. Grup: Brons ve bronsiyol epitellerinde hafif siddette immun reaksiyonlar
gozlenirken, brons vebronsiyol duvarlarinda ¢ok hafif reaksiyon oldugu belirlendi.

Alveol duvarmma baktigimizda ise orta siddette immunpozitif reaksiyonlar tespit

edildi. (Sekil 18,19, Tablo 1)

Sekil 18:2 ml/mg timokinon (ip) grubulL-2 ekspresyonu x 10’luk objektif
Ok:brong ve brosiyolepiteli, ok basi: Brong ve bronsiyol duvari,  *: Alveol
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Sekil 19:2 ml/mg timokinon (ip) grubulL-2 ekspresyonu x 20’lik objektif
Ok:brong ve brosiyolepiteli, ok basi: Brong ve bronsiyol duvari,  *: Alveol

3.Grup: Alveol duvarinda orta siddette immun reaksiyonun oldugu belirlendi.
Brong ve bronsiyol epitellerinde ve duvarlarinda hafif siddette immun reaksiyonlar

tespit edildi. (Sekil 20,21, Tablo 1)
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Sekil 20:10 mg/kgtimokinon (gavaj) grubulL-2 ekspresyonu x 10’luk objektif
Ok:brons ve brosiyolepiteli, ok bast: Brong ve brongiyol duvari, *: Alveol
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Sekil 21:10 mg/kg timokinon (gavaj) grubulL-2 ekspresyonu x 20’lik objektif
Ok:brons ve brosiyolepiteli, ok bast: Brong ve brongiyol duvari, *: Alveol
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4. Grup: En yogun immun reaksiyonun brons epitelleri ve alveol duvarinda
oldugu belirlendi. Brons ve bronsiyol duvarlarinda hafif siddette immun reaksiyonlar

tespit edildi (Sekil 22,23, Tablo 1)

Sekil 22: 20 mg/kg timokinon (gavaj) grubulL-2 ekspresyonu x 10’luk objektif
Ok:brons ve brosiyolepiteli, ok bast: Brong ve brongiyol duvari, *: Alveol

45



Sekil 23: 20 mg/kg timokinon (gavaj) grubulL-2 ekspresyonu x 20°lik objektif
Ok:brons ve brosiyolepiteli, ok bast: Brong ve brongiyol duvari, *: Alveol

IFN gama; Gruplara ait preparatlar ayr1 ayr1 degerlendirildiginde immun
pozitif reaksiyonlarin genellikle brons ve bronsiyollerin epitel hiicrelerinde, brons ve
bronsiyol duvarindaki hiicrelerde ve alveol duvarlarinda farkli siddetlerde oldugu
gozlendi. Gruplart kendi aralarinda ayrintili olarak degerlendirdigimizde ise en
yogun immun pozitif reaksiyonlarmm kontrol grubu ve 2 mg/kg ip timokinon

uyguladigimiz ikinci gruplarinda birbirlerine benzer oldugu tespit edildi.

Kontrol Grubu: Akciger dokusu ayrintili olarak incelendiginde; en siddetli
reaksiyonun brong ve bronsiyol epitellerinde oldugu tespit edildi. Brons ve bronsiyol
duvarlarinda orta siddette immun pozitif reaksiyonlar gdzlenirken, alveol
duvarlarinda zayif immun pozitif reaksiyonlarin varligi belirlendi. (Sekil 24,25,

Tablo 2)
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Sekil 24:Kontrol grubu,IFN gama ekspresyonu x 10’luk objektif
Ok:brong ve brosiyolepiteli, ok basi: Brong ve bronsiyol duvari,  *: Alveol

Sekil 25:Kontrol grubu,IFN gama ekspresyonu x 20°lik objektif
Ok:brong ve brosiyolepiteli, ok bast: Brong ve bronsiyol duvari,  *: Alveol
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1.Grup: Preparatlar incelendiginde, brons ve bronsiyol epitellerindeki
reaksiyonlarin orta siddette oldugu ve kontrol grubuna gore reaksiyon siddetinin
zayif oldugu belirlendi. Alveol duvarlarinda ve bronsiyol duvarlarinda ise zayif

siddette immun pozitif reaksiyonlar tespit edildi (Sekil 26,27, Tablo 2)
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Sekil 26:1 ml/mg timokinon (ip) grubulFN gama ekspresyonu x 10’luk objektif
Ok:brons ve brosiyolepiteli, ok bast: Brong ve bronsiyol duvari, *: Alveol
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Sekil 27:1 ml/mg timokinon (ip) grubulFN gamaekspresyonu x20°lik objektif
Ok:brong ve brosiyolepiteli, ok basi: Brong ve bronsiyol duvari,  *: Alveol

2. Grup: Bronsg ve bronsiyol epitellerinde, bronsiyol duvarinda birbirine
benzer olarak orta siddette immun pozitif reaksiyonlar gozlendi. Alveol duvarlarinda

ise daha zay1f siddette immun reaksiyonlar belirlendi (Sekil 28,29, Tablo 2)
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Sekil 28:2 ml/mg timokinon (ip) grubulFN gama ekspresyonu x 10°luk objektif
Ok:brons ve brosiyolepiteli, ok bast: Brong ve brongiyol duvari, *: Alveol

Sekil 29:2 ml/mg timokinon (ip) grubulFN gama ekspresyonu x 20’lik objektif
Ok:brons ve brosiyolepiteli, ok bast: Brong ve brongiyol duvari, *: Alveol

3. Grup: Preapartlar degerlendirildiginde, kontrol grubuna benzer olarak en

siddetli reaksiyonun bronsg ve bronsiyol epitellerindeodugu tesit edildi. Brons ve

50



bronsiyol duvarlarinda orta siddette immun pozitif reaksiyonlar gozlenirken, alveol

duvarlarinda zayif immun pozitif reaksiyonlarin varlig belirlendi (Sekil 30,31, Tablo

Sekil 30:10 mg/kg timokinon (gavaj)grubu,IFNgama ekspresyonu x 10’luk objektif
Ok:brong ve brosiyolepiteli, ok basi: Brong ve bronsiyol duvari,  *: Alveol
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Sekil 31:10 mg/kg timokinon (gavaj)grubu,IFN gama ekspresyonu x 20°lik objektif
Ok:brons ve brosiyolepiteli, ok bast: Brong ve brongiyol duvari, *: Alveol

4.Grup: Dokular incelendiginde, brons ve bronsiyol epitellerindeki
reaksiyonlarm orta siddette oldugu gozlenirken, en siddetli immun reaksiyonun brong
ve bronsiyol duvarlarinda oldugu belirlendi. Alveol duvarlarina baktigimizda ise

zayif siddette immun pozitif reaksiyonlar tespit edildi (Sekil 32,33, Tablo 2)

52



’ e
el | AT
& S WrSesg - ‘;"
; oy
P T
~ y-' ;i.{‘l ;\-}.‘
; AP ST\
P / . N A :b
S "w,. X 2™ gy e’ <
et p r“a-‘ Q-” p-_' "}” 3
< - J o - "'s* £ /A\-‘ﬁ
s A by & T e A R
0‘:,‘*‘_}" B e, " T ol
¢ : P .,\:> - _‘ >

Sekil 32:20 mg/kg timokinon (gavaj)grubu,IFN gama ekspresyonu x 10’luk objektif
Ok:brong ve brosiyolepiteli, ok basi: Brong ve bronsiyol duvari,  *: Alveol

Sekil 33:20 mg/kg timokinon (gavaj)grubu,IFN gama ekspresyonu x 20°lik objektif
Ok:brong ve brosiyolepiteli, ok bast: Brong ve bronsiyol duvari,  *: Alveol
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Tablo 3. IL-2’nin ortalama immunohistokimyasal reaksiyon siddetleri
Boyanmama (-), zayif boyanma (+), orta siddette boyanma (++) ve siddetli boyanma (+++)

Grup Brons ve Brons ve Alveol Duvan
bronsiyolepiteli | bronsiyol duvari

Kontrol Grubu

+ ++ ++
1.Grup (1ml/mg,ip)

- + +
2.Grup
(1ml/mg,ip) - + +
3.Grup
(10mg/kg,gavaj) - + +
4.Grup
(20mg/kg,gavaj) - + +

Tablo 4. IFN gama’nin ortalama immunohistokimyasal reaksiyon siddetleri
Boyanmama (-), zayif boyanma (+), orta siddette boyanma (++) ve siddetli boyanma (+++)

Grup Brons ve Brons ve Alveol Duvan
bronsiyolepiteli | bronsiyol duvari

Kontrol Grubu

+++ ++ ++
1.Grup (1ml/mg,ip)

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

5. TARTISMA

N. 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 séz konusudur. Timokinon yiiksek
antioksidan o6zellige sahip ana aktif fenolik bir bilesik igermesinden dolay1 bir¢ok
caligmada antienflamatuar, antimikrobiyal ve antikanserojen gibi faydali etkilere
sahip oldugu ileri siiriilmektedir. Timokinonun oksidatif hasara karsi bobrek,
karaciger, kalp, akciger ve mide {izerinde koruyucu etkilere sahip oldugunu gosteren

bircok mevcuttur (Khan, 1999).
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Timokinon ve akcigerler {zerine yapilan c¢aligmalarda; timokinonun
siklofosfamid, toluen ve bleomisin kaynakli akciger hasarini azalttigi, benzopiren
kaynaklt mide tiimorlerini engelledigi ve gentamisin ototoksisitesini engelleyerek

koruyucu rol aldig1 yapilan ¢alismalarda bildirilmektedir (Giizelsoy et al., 2018).

El Gazzar ve ark. (2006) timokinonun akcigerdeki inflamatuar hiicre
infiltrasyonunu, Th2 sitokinleri ve akciger eozinofilisini azaltarak alerjik astimda
pulmoner inflamasyonu azalttigin1 bildirilmislerdir. Ayrica, serumdaki ylikselmis
IgG1 ve ovalbumin (OVA) spesifik IgE seviyelerini de azalttig1 tespit edilmistir (El
Gazzar et al., 2006). Bronkoalveoler lavaj sivisinda IFN-y iiretimini indiikledigi ve
IL-4, IL-5 ve IL-13 iiretimini azalttig1 gosterilmistir. Timokinonun LT-C4 ve LT-B4
tretimini ve 5-LO ekspresyonunu azaltarak hava yolundaki inflamasyonu

diizelttigini bildirilmislerdir.

Calismamizda deney gruplarimizda genel olarak IFN-y diizeylerinin brons,
bronsiyol epitellleri ve duvarlarinda ve alveollerdeki immun pozitif reaksiyonlarda
azalma oldugu gozlemlenmistir. Gazar ve ark. (2006) bulgularinin aksine
caligmamizda tiim deney gruplarinda IFN-y diizeylerinde azalma oldugu tespit
edilmistir. Bu farklilifin sebebinin ise doz, uygulama sekli ve mevcut inflamasyon

durumundan kaynaklandigini diistinmekteyiz.

Yapilan bir in vivo caligmada N. sativa yagi ile dort hafta tedavi goéren
deneklerin ¢ogunda CD4/CD8’de %55 oraninda artis ve NK hiicre fonksiyonlarinda
%30 artis oldugu gosterilmistir (Salem, 2005). Insan periferal kan mononiikleer
hiicreleri (PBMC) kullanilarak N. sativa tohum proteinlerinin sitokin {iretimi {izerine
etkileri arastirilarak proteinlerin allojenik hiicreler varliginda ya da olmaksizin
kiiltiire alindiginda lenfositler tarafindan IL-3 ve IL-1’in iiretimini arttirdig1 tespit
edilmistir (Haq et al., 1995). Bu N. sativa proteinlerinin saf hiicrelerinin kendisi
tizerinde stimiilator etki olusturdugunu gostermektedir. Yine de ayni iiretim sartlari
altinda N. sativa tohumlarmin saf ekstresi ya da ¢oziinebilir fraksiyonlar1 IL-2 ve IL-

4’1in liretimi tizerine higbir etki gostermemistir (Haq et al., 1995).

Mevcut calismamizda timokinonun intraperitoneal ve gavaj yoluyla verilip
akciger dokular tizerindeki immiinmodiilator etkileri detayli olarak arastirilmistir.
Haq ve ark.’nin bulgularinin aksine, akciger bronsiyollerinde ve alveollerinde IL-2

seviyelerinde azalma oldugu tespit edilmistir.
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6. SONUC

Calismamizin bulgular degerlendirildiginde, IL-2 ve IFN gama ekspresyonun;
akcigerlerde brons ve bronsiyollerinepitel hiicrelerinde, brons ve bronsiyol
duvarindaki hiicrelerde ve alveol duvarinda bulunan hiicrelerde farkli siddette

reaksiyon gosterdigi belirlendi.

Ancak bu farkliliklarin sebeplerinin daha iyi anlasilabilmesi i¢in g¢esitli
metabolik yolaklar {izerindeki etkilerinin arastirilmasi ve farkli yontemler kullanilan
daha ileri ¢aligmalara gereksinim duyulmaktadir. Ayrica, ¢orek otu tohumu ve etkin
bilesenlerinin ila¢ olarak kullanilabilmeleri i¢in yapisindaki etkin bilesiklerinin
belirlenerek ve standardize edilerek, klinik ve toksikolojik ¢alismalar1 da kapsayacak
sekilde ileri arastirma asamalarindan geg¢mesi ve kalite, etkililik ve giivenlilik

acisindan degerlendirilmesi gerekmektedir

Timokinonun akciger dokular: lizerinde yapilan incelemelerde 6zellikle gavaj
yoluyla verilen gruplarda brons ve brongiyolepiteli ile brons ve bronsiyol
duvarlarinda birbirine benzer ve kontrol grubuna kiyasla daha hafif immun
reaksiyonlar gdzlemlenmistir. Intraperitoneal olarak verilen gruplarda brons ve
brongiol duvari ile alveol duvarinda zayif siddette immiin pozitif reaksiyon
gozlemlendi. Ozellikle IFN-y ekspresyonunun azalmasima bakilirsa; timokinonun
akciger doku hasar1 ve rahatsizliklarinda tedaviyi desteklemesi ve geleneksel tipa
destekleyici tedavi olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Daha kapsamli ¢alisma
yapilmast daha kapsamli sonuglar elde edebilecegimize 151k tutmaktadir.
Timokinonun akciger hastaliklar1 tedavisine destek ve yardimci olarak

kullanilabilecegi yapilan calismamizla desteklenmistir.

Sonug olarak sunulan bu calisma ile hem gavaj hem de intraperitoneal yollarla
farkl1 dozlarda uygulanmis timokinonunun akcigerler iizerine immunmodiilator
etkileri, IL-2 ve IFN-y’nin lokalizasyonu ve ekspresyonu gosterilmis oldu. IL-2 ve
IFN-y tiim gruplarin brons ve bronsiyol epitellerinde, brons ve bronsiyol
duvarlarinda, alveol duvarindaki hiicrelerde gosterilmistir. IL-2 ve IFN-y’nin tim
gruplarda farkli siddetlerde go6zlenmesi timokinon uygulamasimin IL-2 ve IFN
gama’yiinaktive etmedigini gostermistir. Bununla birlikte timokinonun uygulanan

deney gruplarinda IFN-y ve IL-2 reaksiyonlarinda azalmalarin go6zlenmesi
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timokinonun akciger ve immunmodiilasyon mekanizma {iizerine olumlu etkiler

yaptigini akla getirmektedir.
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