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Ozet
Nigella sativa (N. Sativa), eski Misir ve Yunan hekimleri tarafindan gesitli agrilar ve hastaliklarda kullanilan, uzun tibbi gegmise sahip olan
bir bitkidir. Bitkinin asil etken maddesi ise thmoquinone adi verilen bir maddedir. Calismamiz, farkli hastaliklar tizerine etkileri olan timok-
inonun, oral gavaj yoluyla farkli dozlarda uygulanmasinin ardindan mideye olasi etkilerini in vivo olarak degerlendirmeyi amaglamaktadir.
Bu degerlendirme histokimyasal ve immunohistokimyasal yontemlerle gerceklestirilecektir. Calisma materyali olarak Sprague Dawley soyun-
dan 21 adet sigan kullanildi. Siganlar, deney grubu 1 (10 mg/kg gavaj), deney grubu 2 (20 mg/kg gavaj) ve kontrol grubu olmak tizere yedi
sicandan olugan {iger gruba ayrildi. Deney gruplarina kirk iki giin boyunca her giin 10 mg/kg ve 20 mg/kg dozlarda timokinon oral gavaj ile
uygulanmistir. Mevcut ¢alisma sonucunda immun sistemde etkili olan antienflamatuar sitokinlerden IL-2 ve IL-4’tin midedeki ekspresyonlar1
in vivo olarak gosterilmistir. Tiim gruplardaki siganlarin mide mukozalarinda farkli siddetlerde immun reaksiyonlar gozlenmistir. Boylelikle
timokinonun farkli dozlarmnin sitokinleri inaktive etmedigi ancak sitokin tiiriine ve doza bagl olarak farkliliklar oldugu sonucuna varilmustir.

Anahtar kelimeler: 1mmun0histokimya, 1nﬂamasyon, Mide, Si¢an, Sitokin, Timokinon

Immunohistochemical Expression of IL-2 and IL-4 in Thymoquinone
Treated Rat Stomach and Anti-inflammatory Effect
Abstract
N. Sativa, a botanical specimen with an extensive medical history, has been historically employed by ancient Egyptian and Greek medical
doctors to alleviate diverse afflictions and maladies. The plant contains a key bioactive component referred to as thymoquinone. Our study
aims to assess the potential effects of thymoquinone, which impacts various diseases, on the stomach following oral gavage administration
at different dosages. This assessment will be conducted in vivo and employ histochemical and immunohistochemical methods. A total of 21
rats of the Sprague-Dawley strain were used as the study material. The rats were divided into three groups: Experimental Group 1 (10 mg/
kg gavage), Experimental Group 2 (20 mg/kg gavage), and the control group, each consisting of seven rats. Thymoquinone was administered
to the experimental groups via oral gavage at 10 mg/kg and 20 mg/kg daily for forty-two days. As a result of this study demonstrated the
expression of anti-inflammatory cytokines such as IL-2 and IL-4, which are effective in the immune system in the stomach in vivo. Distinct
levels of immune reactions have been observed in the gastric mucosae of all groups of rats. Thus, it has been concluded that different doses of
thymoquinone do not render cytokines inactive; however, variations are contingent upon the type and dosage of cytokine.
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Giris

Son yillarda tedavi ve destek amagli kullanilan bitkis-
el kokenli besin triinlerinin ve gida takviyelerinin kul-
lanimi artmigtir. Eski donemlerden beri cesitli bitkiler
hastaliklarin tedavilerinde yaygin bir sekilde kullanilmak-
tadir (1). Giinimiuizde de bu tiir bitkilerin hala aktif bir
sekilde kullanilmasinin sebebi kimyasal ilaglara gore bitki-
sel tedavilerin daha etkili, giivenli, daha az toksik, kolayca
kullanilabilen ve uygun fiyath olmasidir (2). Bu nedenle
tipta bitkilerin tedavi potansiyelleri ve tibbi kullanimlar1
konusunda ciddi aragtirmalar yapilmaktadir. Coérek otu
(N. Sativa) bu amagla kullanilan bitkiler arasinda yer al-
maktadir. N. Sativa tohumlar1 Ranunculaceae familyasina
ait, yaygin olarak baharat seklinde tiiketilen bir bitkidir3.
Klinik bulgular ile farmasotik etkinlikleri bilimsel olarak
kanitlanan ¢orek otu ayni zamanda tedavi amaci ile tercih
edilmektedir (3, 4). Geleneksel tipta oksiiriik, astim, mide
agrisy, karin agris;, romatizma, diyabet, karaciger ve deri
hastaliklarinda kullanilmaktadir (3-5). Ayni zamanda an-
tienflamatuar, immunmodulator, antioksidan olarak da
kullanildig: bildirilmistir (5-7). Yapilan bilimsel arastirma-
larda N. Sativa tohumu yapisinda bulunan vitaminler, etken
maddeler ve yag asitleri nedeni ile tiiketilmesi faydali ola-
bilecek iirtinlerin basinda gelmektedir. Corek otunun biyo-
lojik aktif bilesikleri arasinda timokinon, timohidrokinon,
ditimokinon yer almaktadir (8, 9). Tohumlardaki nitroso-
tik maddenin ise timokinon oldugu bildirilmektedir (5, 6,
10, 11). Koshak ve ark. (2017) yapmis olduklar: ¢aligma-
larinda N. Sativa ve aktif bileseni olan timokinonun an-
ti-histaminik, anti-eozinofilik, anti-immonuglobulin 6zel-
likleri oldugunu ve proinflamatuar sitokinleri azalttigini
rapor etmistir (3). Alkhattabi ve ark. (2022) ise timokinon
uygulamalarinin makrofaj aktivitelerini ve interferon gama
(IFNy) konsantrasyonlarini arttirdigini bildirmistir (6).

Giintimiizde gastrointestinal sistem problemleri oldukga
yaygindir ve ¢ogu hastaligin patogenezinde rol oynamak-
tadir. Yapilan ¢aligmalar N. Sativa ve timokinonun artan
mide asiditesini azaltarak, mide mukoza hasarini Onle-
mede onemli bir rol oynadigini gostermistir (13). Corek
otu ve timokinonun inflamasyon iizerine etkilerini goster-
mek icin yapilan calismalar sonucunda etken maddenin
inflamasyonda etkili olan sitokinler {izerine baskilayici ya
da harekete gegirici etkileri oldugu gosterilmistir (14).

Caligmamiz, farkl hastaliklar iizerine etkileri olan timok-
inonun, oral gavaj yoluyla farkli dozlarda uygulanmasinin
ardindan mideye olas1 etkilerini in vivo olarak deger-
lendirmeyi amaglamaktadir.
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Materyal ve Metod

Galigma Ondokuz Mayis Universitesi Deney Hayvan-
lar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi ile Ondokuz Mayis
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali laboratuvarinda yiriitildi. Caliyma ma-
teryali olarak Sprague Dawley soyundan 21 adet si¢an kul-
lanildi. Sicanlar, deney grubu 1 (10 mg/kg gavaj), deney
grubu 2 (20 mg/kg gavaj) ve kontrol grubu olmak iizere
yedi sigandan olusan iiger gruba ayrildi. Deney gruplarina
kirk iki giin boyunca her giin 10 mg/kg ve 20 mg/kg do-
zlarda timokinon oral gavaj ile uygulandi. Caligma boyun-
ca, siganlar standart sican yemi seklindeki peletlerle ad li-
bitum beslendi, igme suyunu serbestce tiikettiler ve 12 saat
aydinlik / 12 saat karanlik periyodunda, 21-23 °C sicaklik
ve %50-60 nem igeren bir ortamda tutuldu. Her timokinon
uygulamasindan 6nce siganlarin canli agirliklar: dl¢tldi
ve uygulanacak timokinon miktari belirlendi.

Organlarin Alinmasi, Tespit ve Takip

Calismanin sonunda, siganlar canli viicut agirliklar
olctildiikten sonra ketamin-ksilazin anestezisi altinda
sakrifiye edilerek mideleri alindi. Alinan dokular 24 saat
stire ile %10’luk tamponlu formaldehit tespit soliisyonun-
da tespit edildi. Rutin histolojik doku takibi prosediirleri
uygulanarak dokular parafin bloklara gomiildii. Parafin
bloklardan LEICA RM 2235 doéner mikrotom kullanilarak
5 pluk kesitler alindi. Parafin bloklardan alinan 5 p’luk kes-
itlere histolojik yapinin incelenmesi i¢in Crossman'n tiglii
boyama teknigi uygulandi (15). Ayrica parafin bloklardan
alman doku kesitlerinde IL-2 ve IL-4’tin varlig1 immuno-
histokimyasal yontemlerden streptavidin-biotin-kompleks
yontemi kullanilarak gosterildi.

Immunohistokimyasal Boyama

Parafin bloklardan alinan 5 p’luk kesitlerde IL-2 ve IL-4’tin
varligt immunohistokimyasal yontemlerden streptavi-
din-biotin-kompleks yontemi kullanilarak gosterildi (16).
Immunohistokimyasal boyamada tavsan poliklonal IL-2
(Biont, YID5405) ve IL-4 (Biont, YID2904) primer antikor-
lar1 kullanildi. Sekonder antikor olarak fare ve tavsana 6zgii
HRP/DAB (ABC) Detection IHC kit (ab64264) kullanild:.
Kesitler deparafinize edildikten sonra proteoliz igin Sitrat
Buffer (pH:6) soliisyonu igerisinde 700 watt'lik devirde
mikrodalga firinda 1sitma islemine tabi tutuldu. Daha son-
ra endojen peroksidaz aktivitesini 6nlemek icin, dokular
%3’liik hidrojen peroksit soliisyonunda inkiibe edildi. Fos-
fat tampon soliisyonu (PBS) ile yikamay1 takiben kesitlerde
spesifik olmayan protein baglanmalarini 6nlemek amacry-
la, kit icerisindeki serum damlatildi. Daha sonra kesitlere
IL-2 ve IL-4 primer antikorlar1 1/750 diliisyonlarinda dam-
latilarak +4 0Cde 1 gece birakildi. Yikama islemini taki-
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ben kesitlere biotinlenmis sekonder antikor damlatilarak
inkiibe edildi. Yikama isleminden sonra streptavidin-HRP
komplekste inkiibe edildi. Son asamada kromojen olarak
3,3’- diaminobenzidine (DAP) kullanildi ve hematoksilen
ile zit boyama yapilarak preparatlar entellan yapistiric ile
kapatildi.

Elde edilen preparatlar Nikon E-501 aragtirma mikroskobu
altinda ve Nikon digital-sight DS-U3 goriintiileme sistemi
ile fotograflandi. Immunohistokimyasal degerlendirmeler
boyanmama (-), zayif boyanma (+), orta siddette boyanma
(++) ve siddetli boyanma (+++) 6zelliklerine gore 0'dan 3%
kadar degerler verilerek yapildi.

Bulgular

Histolojik Bulgular

Tim gruplara ait mide kesitleri Crossman’in iiglii boyama
yontemi ile boyandiktan sonra 151k mikroskobu ile ince-
lendi. Midenin fundus boélgesi ayrintili olarak incelendi.
Mide mukozasinin tek kath prizmatik epitel ile doseli old-
ugu, epitelin altindaki propriya bolgesinde fundus bezler-
ini olusturan hiicrelerin varlig: tespit edildi. Tiim gruplar-
daki mide preparatlar1 incelendiginde, histolojik yapinin
normal oldugu gozlendi. Gruplar arasinda herhangi bir
farklilik tespit edilmedi (Sekil-1).

Sekil-1: Mide trikrom (iiglii) boyama; A: 10mg/kg timokinon (gavaj); B:
20mg/kg timokinon (gavaj); C: kontrol grubu mide, *: lamina propriya,

Ok: mide epiteli, x10

Immunohistokimyasal Bulgular
Immunohistokimyasal olarak IL-2 ve IL-4 ekspresyonlar
midede gosterildi.
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IL-2

Yapilan degerlendirmeler sonucunda farkli gruplarda-
ki ratlara ait mide kesitlerinde farkli siddetlerde immun
pozitif reaksiyonlar gozlendi. 10 mg/kg (gavaj) grubundaki
sicanlarin mide epitelindeki immun reaksiyon siddetinin
20 mg/kg (gavaj) uygulama yapilan gruba gére daha yogun
oldugu belirlendi. Kontrol grubunda ise epitel hiicrelerinde
deney gruplarina gore zayif siddette reaksiyonlar tespit
edildi. Lamina propriyalardaki boyanmalara baktigimizda
ise 10 mg/kg (gavaj) uygulanan birinci deney grubundaki
immun reaksiyon yogunlugunun orta siddette oldugu go-
zlendi. 20mg/kg (gavaj) timokinon uygulanan ikinci deney
grubunda ise zayif siddette immun reaksiyonlar tespit
edildi. Kontrol grubunda ise immun reaksiyon yogunlugu
birinci deney grubuna benzer sekilde orta siddette oldugu
belirlendi. (Sekil-2 Tablo-1).

Sekil-2: A: 10 mg/kg timokinon (gavaj); B: 20 mg/kg timokinon (gavaj);
C: kontrol grubu mide, *: lamina propriya, ok: mide epiteli, IL-2 ekspre-

syonu, x20.

Tablo-1: IL-2‘nin midedeki ortalama immunohistokimyasal reaksiyon
siddetleri
Boyanmama (-), zayif boyanma (+), orta siddette boyanma (++) ve sid-

detli boyanma (+++)

Mide Epitel hiicresi Lamina propria

I.Deney grubu (10mg/kg timokinon) +++ +++

I1. Deney grubu (20 mg/kg timokinon)

++ ++

Kontrol grubu
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IL-4

Yapilan degerlendirmeler sonucunda siganlara ait midele-
rde farkli siddetlerde immun pozitif reaksiyonlar gozlendi.
Mide epitelinde en siddetli immun reaksiyonlarin kontrol
grubunda oldugu gozlendi. 10 mg/kg (gavaj) ve 20 mg/
kg (gavaj) gruplarinda ise immun reaksiyon siddetlerinin
birbirine benzer olarak orta siddette oldugu tespit edildi.
Lamina propriyadaki bezlerin boyanma siddetlerine bak-
tigimizda ise en yogun boyanma siddetinin kontrol gru-
bunda ve orta siddette oldugu belirlendi. Diger iki deney
grubunda ise immun reaksiyonlarin birbirine benzer
olarak zayif siddette oldugu gozlendi (Sekil-3, Tablo-2).

Sekil-3: A: 10mg/kg timokinon (gavaj); B: 20mg/kg timokinon (gavaj);
C: kontrol grubu mide, *: lamina propriya, Ok: mide epiteli, IL-4 ek-

spresyonu, x20.

Tablo-2: IL-4"lin midedeki ortalama immunohistokimyasal reaksiyon
siddetleri
Boyanmama (-), zayif boyanma (+), orta siddette boyanma (++) ve sid-

detli boyanma (+++)

Mide Epitel hiicresi Lamina propria

I.Deney grubu (10mg/kg timokinon) ++ +

II. Deney grubu (20 mg/kg timokinon) ++ +

Kontrol +++ ++

Tartisma ve Sonug

Immiinomodiilatér etkileri ve diisiik sitotoksisitesi ned-
eniyle N. Sativa astim, alerji, enfeksiy6z ve metabolik sen-
drom gibi bir ¢ok hastalikta kullanilmaktadir. Yaptigimiz
¢alismamizda, N. Sativanin en yaygin kullanilan etken
maddelerinden olan timokinonun farkli dozlarinin gavaj
yolu ile uygulanmasi sonrasinda sigan midesi tizerine olasi
antiinflamatuar etkileri incelenmistir.
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Caligmamizda mide dokular1 ayrintili olarak degerlendi-
rildi. Timokinon'un farkli dozlarinin oral gavaj ile uygu-
lamasinin midede histolojik olarak belirgin bir yapisal
farklilik olusturmadig: tespit edildi. Caliymamizin bulgu-
lar1, Hartavinin (2019) yilinda sigan pankreasinda timok-
inon ile yapmis oldugu c¢alismanin bulgulari ile paralellik
gostermektedir (17).

Caliymamizda yapilan immunohistokimyasal boyamalar
sonucunda, timokinonun gavaj uygulamalar: sonucunda
mide epitelinde IL-2 ekspresyonunlarinin kontrol grubu-
na gore arttig1, lamina propriyada ki bezlerde ise ekspre-
syonda azalma oldugu gozlenmistir. Mide bezlerindeki
bulgularimiz Koshak ve ark’nin (2018) timokinon uygu-
lamalar1 sonrasinda IL-2 seviyelerinin azaldigini bildird-
ikleri ¢alismalari ile uyumluluk gostermektedir (12). Mide
epitelindeki tespit ettigimiz reaksiyon azalmalari ise Co-
bourne-Duval ve ark’nin (2018) mikrogliya hiicrelerinde
yaptiklar1 ¢alismalarinin bulgulart ile farklilik goster-
mektedir (18). Metabolik sendromlu hastalar ile yapilan
caligmada, timokinon uygulamalarinin IL-10 seviyeleri-
ni arttirdig1 bildirilmistir (7). Caliymamizda timokinon
uygulanan gruplarda IL-2 seviyelerindeki artislar Akrom
ve ark’nin (2021) ¢alismalarinin bulgular ile paralellik
gostermektedir (7). Hadi ve ark. (2018) yaptiklar1 baska
bir ¢alismada ise timokinonun IL-1B, IL-6 ve Tnf alfa gibi
inflamatuar sitokinlerin ekspresyonlarini azalttigi, IL-10
gibi antiinflamatuar sitokinlerin ekspresyonlarini arttigin
bildirmistir (4). Calismamizda IL-2 seviyelerindeki artislar
Hadi ve ark’nin (2018) ¢aligmalari ile uyumluluk goster-
mektedir(4).

Timokinonun 10 mg/kg ve 20 mg/kg gavaj uygulamalar1
sonucunda mide epitelinde ve bezlerinde IL-4 ekspre-
syonunlar1 kontrol grubuna goére azalmistir. IL-4 ekspre-
syonunun azalmasi, Giinel ve ark’nin (2017) solunum
siteminde yapmis olduklari calismalarinin bulgular: ile
paralellik gostermektedir (19). Alkhattabi ve ark. (2022)
timokinonun monosit kokenli hiicre yiizey molekil ek-
spresyonu ve fagositozis {izerine etkilerini arastirdiklar:
calismalarinda, timokinon uygulamalarinin makrofaj
aktivitesini arttirdigini bildirmigler (6). Calismamizin
bulgular1 Alkhattabi ve ark’nin (2022) yaptiklar: ¢alisma-
larinin bulgular ile benzerlik gostermektedir. Akrom ve
ark. (2021) ¢orek otu yag1 uygulamasinin antienflamatuar
sitokinlerden biri olan IL-10 seviyelerinde artis oldugunu
tespit etmislerdir (7). Mevcut ¢alisgmamizda ise IL-4 seviye-
lerinde deney gruplarinda azalmalar oldugu tespit edilm-
istir. Caliymamizin bulgular1 Akrom ve ark’nin (2021)
¢alismalarinin bulgular: ile farkliik gostermektedir. Bu
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farkliligin sebebinin uygulanan timokinon miktari, siiresi,
sekli ve sitokin tiiri ile ilgili oldugunu diistinmekteyiz.

Timokinon Thl ve Th2 dengesinde rol oynayan 6nemli
bir immunmodiilatér maddedir. Timokinon'un Th1/Th2
bagisiklik dengesini degistirerek Thl'in baskin olmasina
yol agtig1 yapilan calismalar ile gosterilmistir. Benzer sekil-
de timokinonun IL-4 {iretimini baskilayabildigini bildiren
calismalarda mevcuttur (20). Yapilan bir ¢caligmada timok-
inon uygulamasinin hiicrelerdeki IL-1f'nin inhibisyonu
yoluyla IL-4 seviyelerini azaltabilecegini bildirilmistir. Bu
sayede Thl dengesinin yeniden kuruldugu belirtilmistir
(21). Calismamizda mide epitelinde IL-2 ekspresyonun-
daki artiglar ve IL-4 ekspresyonundaki azalmalar belirtilen
caligmanin bulgulari ile uyumluluk gostermektedir.

Sonug olarak sunulan bu ¢aligma ile timokinonun farkl
dozlarinin gavaj yoluyla uygulamalar1 sonrasinda mide
izerine olan olas1 antiinflammatuar etkileri incelenmistir.
Inflamasyonda etkili olan sitokinlerden IL-2 ve IL-4’iin
mide epiteli ve bezlerindeki lokalizasyon ve ekspresyonlari
in vivo olarak gosterilmis ve timokinonun midedeki antiin-
flammatuar etkileri gosterilmistir. IL-2 ve IL-4 ekspresyon-
lar1 tiim gruplarda; mide mukozasini olusturan epitel ve
bezlerdeki hiicrelerde gosterilmistir. Tiim gruplarda farkls
siddette immun reaksiyonlarin gozlenmesi, timokinonun
farkli uygulama sekillerinin sitokinleri inaktive etmedigini
gostermistir. Ancak ekspresyon siddetleri sitokin tiiriine ve
doza gore degisiklik gostermektedir. Timokinonun gavaj
uygulamalar1 sonucunda mide epitelinde IL-2 ekspresyon-
larinin artmasinin, IL-4 seviyelerinin azalmasinin Th1 ve
Th2 dengesinin korunmasindan kaynaklandigini diigiin-
mekteyiz. Bu bulgularimiz timokinon uygulamasinin
antiiflammatuar etkileri oldugunu kanitlamaktadir. An-
cak timokinon, IL-2 ve IL-4 arasindaki korelasyonun iyi
bir sekilde a¢iklanabilmesi icin molekiiler diizeyde daha
ayrintili calismalara ihtiya¢ oldugu kanaatindeyiz.

Agiklama: Bu ¢alisma, Ondokuz Mayis Universitesi Proje

Yonetim Ofisi tarafindan PYO.VET.1901.18.001 proje nu-
marast ile desteklenmistir.
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