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TESEKKUR
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tesekkiirlerimi sunarim.



OZET

Yanaroglu, S. Corekotunun (Nigella sativa L.) Biyolojik Etkileri Uzerine Bir
Arastirma. Yakin Dogu Universitesi Eczacihk Fakiiltesi Biyokimya Programn,
Yiiksek Lisans Projesi, Lefkosa, 2011.

Nigella sativa , halk arasindan bilinen adiyla ¢orekotu, genellikle Akdeniz kiyilarinda yetisen
otsu bir bitkidir. Bitkinin tohumlari ve tohum yagi alternatif tipta soguk alginligi, bas agrisi,
romatizma ve daha pekcok rahatsizligin tedavisinde binlerce yildir kullanilmaktadir. Nigella
sativa tohumlarinin kimyasal igerikleri ve tohum yagmin fizikokimyasal Ozellikleri
arastirilmigtir. Ugucu yagin analizlenmesi sonucunda Nigella sativa’nin temel etken
bileseninin Timokinon oldugu bulunmustur. Nigella sativa’nin ve temel bileseni
Timokinon’un anti-diyabetik, anti-oksidan, anti-histaminik, anti-inflamatuar, anti-
mikrobiyal, anti-timér ve immiinomodiilator etkileri gosterilmistir ve Nigella sativa’nin
kanin pihtilasmasi lizerindeki hematolojik etkileri tespit edilmistir. Bunlarin yanisira Nigella
sativa’nin olasi toksik etkileri arastirilmustir. Bu ¢alismada Nigella sativa’nin s6z konusu
etkileri lizerinde durulacaktir.

Anahtar Kelimeler: Corekotu, Nigella sativa, ucucu yag, Timokinon, anti-diyabetik, anti-
oksidan, anti-timor, anti-mikrobiyal, toksisite, anti-inflamatuar, anti-histaminik,
koagiilasyon.



VI

ABSTRACT

Yanaroglu S. A Research on Biological Effects of Black Cummin (Nigella sativa
L.). Near East University, Faculty of Pharmacy Biochemistry Programme,
Master’s Project, Nicosia, 2011.

Nigella sativa, popularly knownas the black cummin , isa herbaceous plant
that usually grows on the Mediterranean coast. Plantseeds and seed oil are used
as alternative medicine for thousands of years in the treatment of colds, headaches,
rheumatismand  many  other  disorders. Chemical content of Nigella sativa
seeds and physicochemical properties of the seed oil were investigated. As a result
of analyzing the essential oil of Nigella Sativa , Thymoquinone was found to be the main
active ingredient. Nigella Sativa’sand its main ingredient Thymoquinone’s anti-
diabetic, anti-oxidant, anti-histaminic , anti-inflammatory, anti-microbial, anti-tumor and
immunomodulatory effects were investigated and haematological
effects on blood clotting have been identified .In addition, the possible toxic effects
of Nigella Sativa were also investigated. This study will focuson these effects
of Nigella Sativa .

Key Words: Black cumin, Nigella sativa, volatile oil, Timokinon, anti-diabetic,anti-
oxidant, anti-tumor , anti-microbial, toxicity and anti-inflammatory, anti-
histaminic, coagulation.
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1. GIRIS

Nigella (Nigella sativa L.) , Ranunculaceae familyasina mensup (Al-
Gaby, 1998) ve ¢ogunlukla Akdeniz’e kiyisi olan iilkelerde yetisen otsu bir
bitkidir (Gad ve ark. , 1963). Halk arasinda bilinen adiyla ¢orekotu, Nigella
sativa tiirii bitkilerin kapsiil igerisinde olusan tohumudur (Bkz. Sekil 1.1. —
1.2.). Yeni bir yemeklik yag kaynagi olarak diisiiniilen Nigella tohumu yaginin

insan saglig1 ve beslenmesinde ¢ok énemli bir yeri vardir.

Sekil 1.1. Niaella sativa bitkisi. Sekil 1.2. Nioella sativa tohumlari.

Corekotu tohumu ve tohumundan elde edilen preparatlar eskiden oldugu
gibi giliniimiizde de hala Uzakdogu ve baz1 Asya iilkelerinde halk hekimliginde,
soguk alginligi, bas agrisi, astim, gaz giderici, idrar soktiiriici, sarilik, cesitli
romatizma ve iltihap hastaliklar1 ve benzeri pek ¢ok hastaligin tedavisinde
yaygin olarak kullanilmaktadir (Al-Ghamdi, 2001). Bu tohum yaginin
antioksidan aktivitesi (Burits & Bucar, 2000) , antitiimor aktivitesi (Worthen ve
ark., 1998), anti inflamatuar aktivitesi ( Houghton ve ark., 1995), antibakteriyel
aktivitesi (Morsi, 2000) ve immiim sistem {iizerine uyarici etkisi (Salem &
Hossain, 2000) oldugu rapor edilmistir. Nigella sativa tohumlarinin kimyasal

icerikleri ve tohum yaginin fizikokimyasal 6zellikleri ile ¢alismalar yapilmistir.



2. GENEL BILGIi

Nigella Sativa tohumlarinin kimyasal igerikleri Dbitkisinin yetistigi
cografi bolgeye ve iklime baglh olarak kiigiik degisiklikler gostermekle birlikte
tohumlar ortalama % 36 — 38 oraninda sabit yag, protein, alkoloid, saponin ve %
0.4 — 2.5 oraninda ugucu yag igerir (Ali ve ark., 2003). Nigella sativa’nin ugucu
yagl Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi (HPLC) ile analizlenmis ve temel
bilesenlerinin timokinon (TQ), ditimokinon(DTQ), timohidrokinon (THQ) ve
timol (THY) oldugu saptanmistir (Gosheh ve ark., 1998). Nigella sativa
tohumlari, karbohidratlar, yaglar, vitaminler, mineraller, ve 9 esansiyel amino
asidin sekizini igeren proteinler gibi besinsel bilesenler de ihtiva etmektedir
(Omar ve ark., 1999; Al Jassir , 1992; Bhatia ve ark., 1972; Chun ve ark., 2002;
Correa ve ark., 1986). Nigella sativa tohumun SDS PAGE ile fraksiyonlanmasi
sonucunda molekiil kiitleleri 94 — 10 kDa araliginda degisen bir dizi protein
bandi elde edilmistir (Haqg ve ark., 1999). Doymamis ve esansiyel yag asitleri
bakimindan zengin Nigella sativa tohumlarinin, glukoz, ramnoz, ksiloz ve
arabinoz formlarinda monosakkarit igerdikleri bulunmustur. Total lipidlerin yag
asidi profili incelendiginde, linoleik asidinin Nigella’da en bol bulunan
doymamis yag asidi oldugu tespit edilmistir (Omar ve ark., 1999; Al-Jassir ve
ark., 1992; Mahmoud ve ark., 2002; Nickavar ve ark., 2003; Ramadan &
Morsel, 2002). Nigella sativa’da bulunan temel fosfolipid siniflar
fosfatidilkolin, fosfatidiletanolamin, fosfatidilserin ve fosfatidilinisitol olarak
siralanir (Omar ve ark., 1999; Al-Jassir ve ark., 1992; EI-Mahmoudy ve ark.,
2002). Tohumlar, karacigerde A vitaminine doniistiiriilen karoten igerirler (Al-
Jassir, 1992). Nigella sativa tohumlar1 Kalsiyum, Potasyum ve Demir
kaynagidir (al-Gaby, 1998).

Q Q (@]
Yi?/ Ii:i

Timokinon DitimoléinHon
Timol Timohidrokinon

Sekil 2.1. Nigella sativa yagiin temel bilesenleri ve kimyasal gosterimleri.



2.1. Nigella sativa’min  kimyasal kompozisyonu ve lipid

fraksiyonunun fizikokimyasal karakteristikleri

Nigella sativa tohumlar1 , dikkate deger miktarda mineral elementler
icermektedir. Corekotu tohumunda en bol bulunan element Potasyum’dur ve
onu fosfor ile kalsiyum takip eder. Miktarlarindaki azalmaya gore, tohumda
bulunan diger elementler Mg, Na, Fe, Zn, Mn ve Cu’dir. Nigella tohumlari
yiksek miktarda mineral igerirler (Mn, Zn, Cu ve Fe). Buna karsin, tiiketilen
corekotu miktarina gore s6z konusu minerallerinlerin niitrisyonel durumu
tahmin edilememektedir (Takruri & Dameh, 1998). Tablo 2.1.1.’de Tunus ve

ran’dan toplanan Nigella sativa tohumlarinin mineral element miktarlari da

dahil olmak iizere kimyasal icerikleri goriilmektedir (Cheikh-Rouhou Ve ark.
2007).

Tablo 2.1.1. Tunus ve Iran’dan toplanan Nigella sativa tohumlarinin kimyasal

icerikleri.
Igerik Tunus Nigella sativa tohumlar1 | Iran Nigella sativa tohumlari
+ +
Kuru Madde (%) 91.35+ 0.26 95.92 +0.70
Yag (% kuru madde 28.48 +0.36 40.35 + 0.16
bazinda)
Ham Protein (% kuru 26.7 +0.35 22.6 +0.24
madde bazinda) B -
Kiil (% kuru madde
bazinda) 4.86 + 0.06 4.41+0.01
K (mg/dL kuru madde
bazinda) 783 +6.61 708 +7.98
Mg (mg/dL kuru madde
bazinda) 235 +4.87 260 +£48.7
Ca (mg/dL kuru madde
bazinda) 572 +21.5 564 + 33.4
P (mg/dL kuru madde
bazinda) 48.9 + 0.04 51.9+0.01
Na (mg/dL kuru madde
bazinda) 20.8+2.21 18.5+3.17
Fe (mg/dL kuru madde
bazinda) 8.65 + 0.65 9.42 +0.88
Cu (mg/dL kuru madde
bazinda) 1.65+0.03 1.48+0.21
Zn (mg/dL kuru madde
bazinda) 8.04 + 0.21 7.03+£0.49
Mn (mg/dL kuru madde
bazinda) 4.43+0.11 3.37+0.21
Total Karbohidrat (%
kuru madde bazinda) 40.0 + 0.46 32.7+0.41




Yapilan calismalarla Nigella tohumlarinin yag asidi kompozisyonlari
gosterilmistir. Buna gore, linoleik, oleik ve palmitoleik asitler, g¢orekotu
tohumundaki yag asidi kompozisyonunun yaklasik %74’iinii olusturmaktadir.
Bu yag asitleri, temel doymamis yag asitlerini ihtiva eder. Doymus yag asitleri
ise, Nigella tohumlarinin yaklasik %26’sin1 olusturmaktadir. Temel doymus yag
asitleri, palmitik, stearik, behenik, miristik ve arasidik ile margarik ve
lingoserik asitleri ihtiva eder. Margarik ve margaroleik asitler, Nigella

tohumlariyla ilgili ¢alismalarin pek ¢ogunda tespit edilmemistir(Abdel-Aal &
Attia, 1993; Atta, 2003; Babayan, 1978; Gad, 1963; Ustiin V€ ark., 1990). Farkli

calismalardaki kompozisyon farkliliklari, kullanilan tohumlarin toplandig:
bolgeye, buna bagli genetik 6zelliklerine, tohumlarin kalitesine (olgunluk,
hasata bagli zararlar, saklama kosullar1 vb.), yagin islenmesindeki degisikliklere
veya lipid ekstraksiyon yontemlerine, islemin hassasiyetine ve miktar belirleme
tekniklerine baghdir (Ramadan & Moérsel, 2002). Tablo 2.1.2.de Tunus ve

fran’dan toplanan Nigella sativa tohumlarinin yag asidi kompozisyonlar1 g/100

g total yag asidi cinsinden gdsterilmektedir (Cheikh-Rouhou V€ ark. 2007).

Tablo 2.1.2. Tunus ve Iran’dan toplanan Nigella sativa tohumlarinin yag asidi

kompozisyonlari (g/100 g total yag asidi).

Yag asidi Tunus Nigella sativa tohumlar1 | Iran Nigella sativa tohumlari

Mristik C14:0 0.34 £0.02 0.41+0.05
Palmitik C16:0 17.2+0.15 18.4+0.25
Palmitoleik C16:1 1.15+0.05 0.78 £ 0.25
Stearik C18:0 2.84 +0.08 3.69+0.12
Oleik C18:1 25.0£0.24 23.7 £ 0.06
Linoleik C18:2 50.31 £ 0.25 49.15 + 0.06
Linolenik C18:3 0.34 £ 0.06 0.32 +£0.05
Aragidik C20:0 0.14 +0.02 0.22 +0.01
Eikosenoik C20:1 0.32+0.04 0.34 £0.05
Behenik C22:0 1.98 +0.08 2.60 £ 0.05
Doymus yag asitleri 22.7+0.37 25.5+0.69

Tekli doymamis yag
asitleri 26.6 £ 0.39 25.0 £ 0.58

Coklu doymamis yag
asitleri 50.7 £ 0.70 49.8 £ 0.20




Nigella sativa tohumlarinin renkleri CIE Lab renk uzayinin L* | a* ve b*
parametrelerine gore incelenmistir. Renk uzaylari, biitiin renkleri temsil edecek
sekilde olusturulan ve renkleri tanimlamak i¢in kullanilan  matematiksel
modellerdir. Renk uzaylari cihaz bagimli ve cihaz bagimsiz olmak iizere ikiye
ayrilir ve cihaz bagimsiz renk uzaylar1 CIE (Commission Internationale de
L.Eclairage: Uluslar arasi Aydinlatma Komisyonu) tarafindan gelistirilen ve
biitiin renkler i¢in 6l¢iimii saglanan yani renkmetride kullanilan uzaylardir. CIE
Lab renk uzayimin bilesenleri deger (L*:lightness), tonlama ve doygunluk (a*,
b*)’dir (Yi/maz, 2002). CIELab degerlerine gore Nigella sativa yaginin agik-
renkli ve sar1 oldugu, fazlaca sar1 pigment igerdigi tespit edilmistir (S. Cheikh-
Rouhou Ve ark. 2007). Palmiye, soya fasiilyesi, aycicegi, zeytin ve misir gibi
diger sebze yaglarinin CIELab (L* , a*, b*) degerleri sirasiyla 63.4 — 69.5, 3.8 —
4.4 ve 9.2 — 10.4’tiir ( Hsu&Yu, 2002). Nigella tohumunun yaginin b* degeri,
s6z konusu sebze yaglarindan daha yiiksektir. Buna gore Nigella sativa yag,
Hsu ve Yu (2002) tarafindan calisilan sebze yaglarina gore daha fazla sari-

renktir. Bu durum, Nigella sativa yaginda daha fazla sar1 pigment (karotenoid)

bulundugunu akla getirmektedir(S. Cheikh-Ruohou Ve ark. 2007).

UV absorbsiyonu, goriiniir bolge spektrumunun disinda olmasina ragmen
renk degisiklikleri ile iliskilidir (Mazza & Qi, 1992 ; Melton V€ ark.. 1994).
Nigella sativa yagi, gorece yiiksek perdeleme giici (SPF) ve koruma faktorii
(PFA) derecesi ile UV radyasyonlarina kars1 koruma saglar. Nigella sativa yagi
hem UV-A (derideki oksidatif stresin kokeni) hem de UV-B’ye Kkarsi
koruyucudur. Nigella tohumu yaginin, dzellikle 290 — 400 nm UV araligindaki
optik iletkenligi,UV-B’ye karsi giines koruma faktorleri (SPF) ve UV-A’ya
kars1 koruma faktorleri olarak kullanilan hurma tohumu yagi, frambuaz tohumu

yagl ve titanyum dioksit preparatlari ile kiyaslanabilmistir (Besbes Ve ark.

2004; Oomah Ve ark. 2000).

Nigella sativa yaginin, insan goéziiniin ayirt edebilecegi en disiik limit
olan 450 nm’deki yiliksek absorbansi, bu yagdaki sar1 pigment miktarinin
yiiksek olduguna tekabiil etmektedir (S. Cheikh-Rouhou, 2007). Karotenoid

igeren s0z konusu sar1 renkler, yag endiistrisinde siklikla kullanilan birincil



renklendiriciler karoten ve annatto kullanilmaksizin tereyagi goriinimiiniin

simiile edilmesinde oldukga karlidir(Oomah Ve ark. 2000).

Oksidatif stabilite, yaglarin kalitesinin degerlendirilmesinde 6nemli bir
parametredir (Aparicio V& ark. 1999).  Aparicio ve arkadaglar1 (1999)
caligsmalarinda zeytin yaginda, Rancimat ile hesaplanan yag stabilitesi ile yagin
icerigindeki fenollerin, oleik/linoleik asit oraninin ve tokoferollerin anlamli bir
korelasyonu oldugudan bahsetmislerdir. Rancimat ile total fenol icerigi ve
oksidatif stabilite arasinda yiiksek direk korelasyon oldugu gozlenmistir
(Gutfinger, 1981; Salvador Ve ark. 2001) . Yagin kalitesi, raf dmrii ve dzellikle
oksidasyona olan direnciyle degerlendirilir. Bu nedenle ham tohum yagindaki

fenol miktar1 yagin kalitesinin degerlendirilmesinde ¢ok Onemli bir faktordiir

(Cinquanta Ve ark. 1997).

Temel Polimer Fizigine gore, vizkozitenin molekiill agirligina bagh

oldugu bilinmektedir (Gloria Ve ark. 1998). Nigella tohumu yaginin vizkositesi,

cogu sebze yag1 vizkozitesinden oldukca diisiiktiir.

Zengin bir fenolik bilesik kaynagi oldugu diisiiniilen zeytin yagi
haricinde, Nigella tohumu yagi, diger sofra yaglarindan daha yiiksek fenol
icerigine sahiptir. Buna gore, Nigella sativa yaginin dogal fenolik bilesikler i¢in
potansiyel bir kaynak oldugu diisiiniilebilir. Fenolik bilesikler, yaga kendine

zgii bir tad ve koku verir (Caponio V€ ark. 1999). Bunun yani sira, fenolik

bilesikler, koroner kalp hastaligi ve kanserden korunmada pozitif etkiye sahiptir
(Owen Ve ark. 2000; Tuck Ve ark. 2002).

Yagin rengi, Kkalitesinin degerlendirilmesindeki temel ozelliklerden
biridir. Renkle olan korelasyonundan dolayi, yagin klorofil pigmenti icerigi

kalitesinin degerlendirilmesinde dnemli bir parametredir (Salvador Ve ark.

2001). Bu pigmentler otooksidasyon ve foto-oksidasyon mekanizmalarina

katilir (Gutierrez Ve ark. 1990).



2.2. Nigella sativa’nin temel etken maddesi: Timokinon

Corekotu ugucu yaginin temel biyoaktif bileseni olan timokinon
(C10H1002; 2-izopropil-5-metil-1,4-benzokinon (Bkz. Sekil 2.2.1.) (molekiil
agirhigi 164.2) 2000 yili askin siiredir antioksidan, anti-inflamatuar ve
antineoplastik ila¢ olarak kullanilmaktadir( Trang ve ark., 1993; Hosseinzadeh
ve ark., 2004). Yapilan ¢alismalarda timokinonun pek ¢ok kanser tiiriinde hiicre
cogalmasini durdurucu etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. Timokinonun etkili
oldugu kanser tiirleri; gogiis adenokarsinomasi, over adenokarsinomasi (Shoieb
ve ark., 2003), kolorektal kanser (Gali-Mutasib ve ark., 2004), insan pankreatik
adenokarsinomu, rahim sarkomasi (Worthen ve ark.,1998), neoplastik
keratinosit (Gali-Mutasib ve ark., 2004), insan osteosarkomas1 (Roepke ve ark.,
2007), fibrosarkoma, akciger sarkomas: (Kaseb ve ark., 2007) olarak
siralanabilir. Ayrica timokinonun, androjen reseptorii ve transkripsiyon faktori
E2F-1’1 hedefleyerek hormon-refraktdr (cevap vermeyen) prostat kanserini

inhibe ettigi rapor edilmistir (Kaseb ve ark., 2007).

H.C CH

CH,

Sekil 2.2.1. Timokinonun kimyasal yapisi.

2.3. Nigella sativa’nin farmasotik etkileri

Nigella sativa’nin anti-diyabetik, anti-oksidan, anti-inflamatuar, anti-
histaminik, anti-mikrobiyal, anti-timor, hematolojik ve immiinomodiilator
etkilerileri c¢esitli c¢alismalarla aydinlatilmaya calisilmistir. Bu boliimde bu

etkiler anlatilmistir.



2.3.1. Anti-Diyabetik etkiler

Diabetes Mellitus direk veya dolayli olarak insiilin noksanligina bagl bir
sendromdur. Pek¢ok sebebi olmasinin yaninda hastalifin siddet derecesi
degiskendir. Bir¢ok farkli patojenik siire¢ Diabetes Mellitus gelismesine sebep
olabilir. Insiilin disiilfit baglariyla bagl iki polipeptid zincirinden olusan 51
aminoasitlik bir proteindir. Pankreastaki Langerhans adaciklarinin (-
hiicrelerinden biiylik, tek zincirli ve inaktif pro-insiilin formunda salgilanir. Pro-
insiilin daha sonra pargalanarak aktif hormonu meydana getirir (Zilva & Pannal,
1975).

Insiilin sekresyonunu etkileyen pek cok faktdr vardir ve siiphesiz en
onemli faktor kan sekeri diizeyidir. Kan sekeri yiikseldiginde insiilin sekresyonu
artar. Bazi amino asitlerin de insiilin sekresyonu {izerine etkisi oldugu
gozlenmistir. Ozellikle 18sin ve arginin insiilin sekresyonunu tetiklemektedir.
Tolbutamid gibi siilfonil iire bilesikleri terapotik olarak insiilin sekresyonunu
arttirmaktadir. Bunlarin yani sira insiilin seviyelerinin oral glukoz aliminda
intravendz glukoz alimina gore daha yiiksek oldugu bulunmustur. Buna gore
oral yolla alinan glukoz sindirim sisteminde yol aliyor ve bagirsakta bazi
hormonlarin salinimini tetikliyor ve s6zkonusu hormonlar insiilin sekresyonunu

arttirtyor (Zilva & Pannal, 1975; Giirdél & Ademoglu ; 2006).

Insiilinin basta glukozun hiicrelere girmesini saglamak olmak iizere pek
cok fonksiyonu vardir. Glikojenezi tetiklerken glukoneojenezi inhibe eder. Kan
glukoz diizeyleri yiliksek oldugunda glikojenezi tetikleyerek glukozun depo
edilmesini saglarken kan glukoz diizeyini diisiirmesi miimkiin olur. Insiilin
lipolizi inhibe ederken lipojenezi tetikler. Ayrica biiylime hormonu ile birlikte
etki gostererek protein sentezini uyarir (Zilva & Panna, 1975; Girdol &
Ademoglu, 2006).

Diabetes Mellitus, temelde Tip 1 ve Tip 2 olmak iizere ikiye ayrilir
(Zilva & Pannal; 1975). Tip 1 Diabetes Mellitus, diyabet vakalarinin %10’luk
bir kismint olusturur ve ¢ocuk yas grubunda daha sik goriiliir. Bu sendromda
insiilin iiretiminde gorev alan pankreas B-hiicreleri siiregelen otoimmiin veya

otoimmiin dis1 sebeplerle harap olmus durumdadir. Buna bagli olarak insiilin



liretimi azalir veya tamamen ortadan kalkar (insiilopeni) ve hiperglisemi
meydana gelir (Alemzadeh ve ark., 2004; Morales ve ark., 2004; She ve ark.,
1998; Norris & Wolfsdorf, 2005). Tip 2 Diabetes Mellitus ise siklikla
yetiskinlerde goriiliir ve diyabet vakalarinin biiyiik bir kismini olusturur. Tip 2
Diabetes Mellitus ii¢ sekilde ortaya ¢ikmaktadir; periferik dokularda insiilin
direnci, pankreastan insiilin salinimi kusuru ve karacigerde glukoz iiretiminin
artmasi. Tip 2 Diabetes Mellitus’ta glukoza karsi erken insiilin cevabinda bir
bozukluk mevcuttur ve pankreas B-hiicreleri glukozu tanimakta giicliik ¢eker.
Insiilin eksikliginden ve buna bagl glukagon fazlaligindan veya insiilin
etkisizliginden dolay1 karacigerden glukoz iiretimi artmaktadir ve bu durumda

aclik hiperglisemisi meydana gelir (Zilva & Panna, 1975).

Diabetes Mellitus’un patojenezi ve oral hipoglisemik ajanlarla kontrol
altinda tutulmasi kapsamli bir sekilde arastirilmistir (Rchid ve ark., 2004).
Bununla beraber, Nigella sativa’nin hipoglisemik etkileri de deneysel olarak
indiikklenmis diyabetik hayvanlar tizerinde arastirilmistir (Al-Hader ve ark.,
1993; Deresinski, 1995; Fararh ve ark., 2002). Nigella sativa’nin temel etken
maddesi timokinonun antidiyabetik etkisinin kismen hepatik glukoneogenez

araciligiyla oldugu gosterilmistir ( Fararh ve ark., 2005).

Diabetes Mellitus, bir¢ok etiyolojisi olan karmasik bir metabolik
bozukluktur. Insiilin sekresyonunun bozulmasi (PB-hiicreleri disfonksiyonu),
inslilinin etki mekanizmasinin bozulmasi (insiilin resistansi) veya her iki
durumun da ayni1 anda ortaya ¢ikmasiyla, karbohidrat, yag ve protein
metabolizmalarin1  etkileyen, kronik hiperglisemi 1ile karakterize edilir
(Kardesler ve ark., 2008). Tip 2 diyabet gelismesinde genetik ve c¢evresel
faktorler etkilidir (Lima ve ark., 2008).

Tim diinyada tip 2 Diabetes Mellitus insidans1 artmaktadir (Wild ve ark.,
2004). Cok fazla tiiretim (asir1 hepatik glikojenoliz ve glukoneojenez) ve
dokularda azalmis glukoz kullanimi Diabetes Mellitus’taki hipergliseminin
temel sebebidir (Shirwaikar ve ark., 2006). Normal glukoz homeostasisi,
glukozun alimi (bagirsaktan emilimi), dokular tarafindan kullanilmasi (glikoliz,

pentoz fosfat yolu, sitrat ¢evrimi, glikojen sentezi) ve endojen olarak tiretilmesi
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arasindaki dengeye baglidir (Meyer ve ark., 2002). Viicudun kandaki glukoz

konsantrasyonunu sabit tutmaya ¢alistig1 bu yollardan kisaca bahsedilecektir.

Glikoliz, glukozun ATP iireterek piriivata yikildig1 bir metabolik yoldur
ve on tane sitozolik enzim tarafindan katabolize edilmektedir. Glikolizde
glukozdan sonra olusan tiim ara {irtinler fosforillenmis bilesiklerdir. Glikolizin
birbirini izleyen tepkimeleri sirasinda agiga ¢ikan serbest enerjinin bir kismi
ATP ve NADH seklinde saklanir. Alt1 karbonlu bir bilesik olan glukozun iki
molekiil ii¢ karbonlu bir bilesik olan piriivata pargalanmasi on basamakta
gerceklesir. i1k bes basamak hazirlik fazi, ikinci bes basamak ise hizmet fazidir.
Hazirlik fazinda glukoz fosforillenir ve gliseraldehit-3-fosfata ¢evrilir. Hizmet
fazinda ise gliseraldehit-3-fosfat oksidatif olarak piriivata doniisiir (Nelson &
Cox, 2005).

Metabolik yoldaki ilk reaksiyonlar enerji gerektirir. Glukozun glukoz-6-
fosfata ve daha sonra fruktoz-6-fosfatin fruktoz-1,6-bisfosfata fosforillenmesi
icin ATP kullamilir. Bu iki reaksiyonu katalizleyen hekzokinaz ve
fosfofruktokinaz enzimleri glikolitik yolun 6nemli kontrol noktalaridir. Fruktoz-
6-fosfatin iretimini izleyen reaksiyonlar glikolitik dizinin enerji {reten
basamaklarini olusturmaktadir. Fruktoz-1-6-bisfosfatin par¢alanmasi, iki adet ii¢
karbonlu seker gliseraldehit-3-fosfat1 olusturmakta, bu da 1,3-bisfosfogliserata
yiikseltgenmektedir. 1,3-bisfosfogliserat sonraki reaksiyonda 3-fosfogliserata
doniistiiriiliir, bu bilesik daha sonra glikolizde ikinci yiiksek enerjili bilesik olan
fosfoenolpiriivata doniisiir. Glikolizin son basamaginda fosfoenolpiriivatin

yliksek enerjili fosfat grubu hidroliz olur ve piriivat meydana gelir.

Okaryotik hiicrelerde glikoliz sitozolde gerceklesir. Meydana gelen
piriivat daha sonra mitokondriye tasinir ve Koenzim A (KoA) esliginde
oksidatif dekarboksilasyona wugrar. Piriivatin karbonlarindan bir tanesi
karbondioksit olarak serbestlesirken diger ikisi KoA’ya eklenerek asetil KoA’y1
olusturur. Bu reaksiyonda olusan asetil KoA, oksidatif mekanizmanin merkezi
yolu olan sitrat ¢evrimine girer (Cooper & Hausman, 2006) . Sitrat ¢cevriminden

daha sonra bahsedilecektir.
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Glukozun polimerik depo sekilleri olan glikojen ve nisasta glikoliz
reaksiyonlarinda uglarindan birindeki bir glukozun glukoz-1-fosfat olusturmak
iizere fosforolitik olarak ayrilmasiyla iki basamakli bir yol {izerinden girer. Bu
fosforolitik reaksiyonu katalizleyen enzimler glikojen fosforilaz veya nisasta
fosforilazdir. Daha sonra fosfoglukomutaz, glukoz-1-fosfati glukoz-6-fosfata
cevirir. Glukoz-6-fosfat glikolizdeki ilk ara iiriindiir ve bu reaksiyonu takiben

glikoliz meydana gelir .

Glukoneojenez, piriivat, laktat, alanin gibi karbohidrat olmayan
biyomolekiillerin glukoza doniistiigii ¢ok basamakli bir yoldur. Omurgalilarda,
karaciger ve bobrekte gerceklesen glukoneojenez sayesinde beyin, kas ve
eritrositlerde kullanilmak {izere glukoz f{retilir. Glukoneojenezdeki bazi
basamakta glikolizde de aktif olan bazi enzimlerce katalizlenir.
Glukoneojenezde, glikolizdeki zorunlu geri doniisiimsiiz tepkimeler atlanir ve
farkli enzimlerle katalizlenir. Glukozun bosuna doniisiimiinii engellemek i¢in
glikoliz ve glukoneojenezdeki enzim-bagimli reaksiyonlar birbirlerine zit
allosterik kontrol altindadir. Buna gore glikolitik tepkimeler uyarildiginda
glikoneojenik tepkimeler inhibe olur, tersi de gecerlidir. Insiiline zit etki
gosteren glukagon, glikolizi yavaglatarak ve glukoneojenezi uyararak bir seri

enzimatik degisikligi tetiklemektedir.

Glikojen karacigerde glukozun depolanma seklidir ve diger dokulara
dagitilmak iizere kolayca kan glukozuna g¢evrilebilir. Glikojen sentezinin
baglangi¢ noktast glukoz-6-fosfattir ve sentezin baslayabilmesi igin
fosfoglukomutaz katalizorliigiinde glukoz-1-fosfata gevrilir. Glukoz-1-fosfat, bir
seker niikleotidi olan UDP-glukoza cevrilir. Glikojen sentaz, biiyiiyen bir
glikojen kolunun indirgen olmayan ucuna UDP-glukozdan glukoz molekiiliiniin
al—4 bagiyla takilmasini saglar. Glikozil 4—6 transferaz ise glukozu dallanma
noktalarinda al—6 bagi olusturarak baglar. Glikojenin sentezi ve yikimi,
glikojen sentazin (inaktiflestirilir) ve glikojen fosforilazin (aktiflestirilir)

hormona bagimli fosforillenmesiyle karsit olarak kontroledilir.

Pentoz fosfat yolu glukozun alternatif bir oksidatif yoludur. NADPH ve

pentoz fosfat Tlreterek, glukozun birinci karbonunda oksitlenme ve



12

dekarboksillenmesiyle sonuglanir. NADPH biyosentetik tepkimelerde indirgen
bir giictiir ve pentoz fosfatlar niikleotid ve niikleik asit sentezinde sart olan

oncullerdir.

Glikolizin son iirlinii olan piriivat, pirlivat dehidrogenaz kompleksiyle
dehidrojenlenme ve derkarboksillenme geg¢irir. Pirlivat dehidrogenaz kompleksi,
asetil-KoA ve CO; olusturmak iizere bes koenzim gerektiren ve ardisik etki
gosteren lic enzim igermektedir. Asetil KoA, sitrati olusturmak iizere sitrat
cevrimine girer ve sitrat sentazin etkisiyle oksaloasetata kondense olur. Sitrattan
tersinir tepkimeyle izositrata doniisiimii akonitaz tarafindan katalizlenir ve
sonrasinda izositrat dehidrogenaz tarafindan katalizlenen bir tepkimeyle
izositrat a-ketoglutarata oksitlenir. o-ketoglutarat bir  dehidrojenlenme ve
dekarboksillenme gegirerek siiksinil-KoA’y1 olusturur. Siiksinil-KoA, ADP
(veya GDP) ve inorganik fosforla etkileserek substrat diizeyindeki bir
fosforillenmeyle serbest siiksinat ve ATP olusturur. Siiksinat daha sonra
silksinat dehidrogenazla fumarata oksitlenir. Fumarat, fumaraz katalizorliiglinde
tersinir olarak L-malat’a hidratlanir ve olusan malat sonraki ¢evrim i¢in gerekli
oksaloasetati agiga ¢ikarmak tizere L-malat dehidrogenazla oksitlenir. Sitrat
¢cevrimi, karbohidrat metabolizmasindaki Onemli rolii haricinde g¢evrimin
araiiriinlerinin bazi aminoasit ve bazi biyomolekiillerin biyosentezinde onciil

olmalarindan dolay1 ayrica 6nemlidir (Nelson & Cox, 2005).

Pari ve Sankaranarayanan 2009 yilinda yaptiklar: ¢aligmada, Nigella sativa
yaginin temel etken maddesi timokinonun karbohidrat metabolizmasinda rol alan
enzimler ve hiperglisemik durum iizerine etkilerini arastirdirlar. Bu ¢alismada STZ-
NA indiiklenmis diyabetik fareler ilizerine 6 hafta boyunca agizdan timokinon
uygulanmis ve siire sonunda plazma glukoz konsantrasyonlari ile insiilin diizeyleri

gozlenmistir.

Timokinon yagda ¢Ozilinen bir bilesiktir ve Pari ile Sankaranarayanan (2009)
caligmalarinda timokinonu misir yaginda ¢ozerek deney farelerine uygulamislardir.
Aragstiricilar fareleri normal kontrol , timokinon verilmis normal fareler, diyabetik
kontrol , kg viicut agirligi basina 1 mL misir yaginda ¢oziinmiis 20 mg timokinon ile

muamele edilmis diyabetik fareler, kg viicut agirligi basina 40 mg 1 mL misir
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yaginda ¢oziinmiis timokinon ile muamele edilmis diyabetik fareler, kg viicut agirlig
basmna 1 mL musir yaginda ¢oziinmiis 80 mg timokinon ile muamele edilmis
diyabetik fareler olmak tizere 6 gruba ayirmislardir. Diyabetik fareler, pankreas beta
hiicreleri iizerinde toksik etki goOstererek insiilin salinimin1 inhibe eden STZ
(streptozotosin) indiiksiyonu ile diyabetik hale getirilmis farelerdir. Normal ve
diyabetik kontrol gruplari etken madde igermeyen misir yagi olan kor ¢ozelti ile
muamele edilmistir ve tiim gruplara deney uygulamasi 45 giin siirdiiriilmistiir. Bu
calisma sonucunda timokinon ile muamele edilen diyabetik farelerin plazma glukoz
konsantrasyonlarinda belirgin bir diislis ve insiilin diizeylerinde belirgin bir artig

gozlenmistir (Bkz. Tablo 2.3.1.1.).

Tablo 2.3.1.1. Kontrol ve deney farelerinin plazma glukoz ve insiilin diizeylerindeki

degisim. (p < 0.05)

Gruplar Plazma Glukoz Plazma Insiilin
(mg/dL) (nU/mL)
Normal kontrol 93.36 +7.15 16.98 + 1.30
Normal + Timokinon (80 mg/kg) 94.30 +7.22 17.44 +1.34
Diyabetik kontrol 283.17 + 21.68 6.46 + 0.49
Diyabetik + Timokinon (20 mg/kg) 226.18 +17.31 7.95+0.61
Diyabetik + Timokinon (40 mg/kg) 163.32 £ 12.57 10.25+0.78
Diyabetik + Timokinon (80 mg/kg) 110.24 £ 8.31 1495+ 1.15

Pari ve Sankaranarayanan (2009) calismlar1 kapsaminda deney farelerine Du
vigneaud ve Karr (1925) metoduna gore oral glukoz tolerans testi uygulamislardir.
Gece agligindan sonra kontrol ve deney farelerinden 0. dakika kan numunesi alinmis

ve sonrasinda farelere oral yolla 2g/kg viicut agirligi glukoz ¢ozeltisi uygulanmistir.
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Glukoz ¢ozeltisinin uygulanmasindan itibaren 30. , 60., 90. ve 120. dakikalarda kan
numuneleri alinarak glukoz konsantrasyonlart o6l¢iilmiistir. Calisma sonucunda
timokinonla muamele edilen diyabetik farelerin glukoz toleransinin normale yakin
oldugu gorilmiis ve maksimum glukoz konsantrasyonu disiisii kg viicut agirlig
basina 80 mg timokinonla muamele edilen farelerde izlenmistir. Timokinonla
muamele edilmemis diyabetik kontrol grubunun glukoz konsantrasyonu 2. saat

sonunda da yiiksek seviyelerde seyretmistir (Bkz. Sekil 2.3.1.1.)

400
- 350
2 300
g’ — —e— normal kontrol
< 250

. —— diyabetik kontrol
~ normal + 80 mg/kg TQ
2 100 N ; diyabetik + 80 mg/kg TQ
c v
©
¥ 50
0 T T T T
0. dakika 30. dakika 60. dakika 90. dakika 120.dakika
Siire (dakika)

Sekil 2.3.1.1. Timokinonun OGTT {izerine etkisi (p < 0.05)

Pari ve Sankaranarayanan’in (2009) calismlarina benzer bir calisma 2005
yilinda Fararh ve arkadaslari tarafindan da yapilmistir. Fararh ve arkadaslari dort
grup deney faresi kullanmislardir; normal kontrol, diyabetik kontrol, korle muamele
edilen diyabetik fareler ve timokinonla muamele edilen diyabetik fareler. Normal
fareler STZ muamelesi ile diyabetik hale getirilmiglerdir. Arastiricilar ticari yolla
temin ettikleri timokinonu dimetil siilfoksit ve normal salinde ¢Ozmiisler ve
hazirladiklar1 ¢ozeltiyi deney farelerine 50 mg/kg viicut agirhgi dozunda gastrik
yolla 30 giin boyunca uygulamislardir. Calismanin baslamasindan itibaren 10’ar giin
arayla deney farelerinin aclik kan sekerleri 6l¢iilmiis ve timokinon muamelesinin

aclik kan sekerinde belirgin diisiise sebep oldugu gosterilmistir (Bkz. Tablo 2.3.1.2.).
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Tablo 2.3.1.2. Diyabetik farelerde timokinonun aglik kan sekeri tizerine etkisi.
(p<0.01)

Normal kontrol Diyabetik Diyabetik — korle | Diyabetik — TQ
Kontrol muamele ile muamele

Muamele 6ncesi 109.7 £3.1 350.9+3.0 364.7+ 3.2 350.5+4.1
(mg/dL)

10.giin (mg/dL) 101.7+2.2 362.2+4.6 357.5+3.3 262.2+3.2

20. giin /mg/dL) 99.9+3.3 358.1+24 355.3+2.3 194.0 + 3.9

30. giin (mg/dL) 105.6 £ 2.6 369.2+3.1 361.7+19 184.6 +3.1

Tip 2 diyabete bagh hiperglisemi, absobsiyon safhasinda hepatik glukoz
tiretiminin baskilanmasindaki eksiklik ile absorbsiyon sonrasi safthada asir1 glukoz
tiretimine baghdir. Tip 2 diyabette, kan glukoz diizeyi ve hepatik glukoz dengesini

kontrol edilmesinde hedef hepatik glukoz metabolizmasini diizenleyen enzimlerdir.

Karaciger kan sekeri homeostazinda merkezi bir rol oynar. Diyabetik
durumda, hekzokinazin ve glukoz-6-fosfat dehidrogenazin aktiviteleri insiilin
eksikligi veya yetersizligine bagl olarak azalmistir. Timokinon, insiilin salinimiyla
her iki enzimin de hepatik dokulardaki aktivitesini artirir. Buna bagh olarak
glukozun hiicresel biyosentezde kullanimi artar ve plazma glukoz seviyelerinde
belirgin bir diislis gozlenir. Pari ve Sankaranarayanan (2009) daha 6nce bahsedilen
kontrol ve deney fare gruplarinda hekzokinaz ve glukoz-6-fosfat dehidrogenaz
enzimlerinin aktivitelerini Olgerek timokinonun s6z konusu enzimleri aktivitelerini

arttirdiklarini géstermislerdir (Bkz. Tablo 2.3.1.3.)
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Tablo 2.3.1.3. Kontrol ve deney farelerinde glukoz-6-fosfat dehidrogenaz ve

hekzokinaz enzim aktivitelerindeki degisim. (p < 0.05)

Gruplar Normal Normal + TQ Diyabetik Diyabetik +
Kontrol (80 mg/kg) Kontrol TQ (80 mg/kg)

Glukoz-6-fosfat dehidrohenaz 4.83+0.15 478 +0.14 217+0.12 3.34+0.24
(Unite/mg protein)
Hekzokinaz 149.34 +12.59 152.28 + 12.65 106.76 + 7.56 134.52 +11.02
(umol fosforillenmis glukoz /
dk/mg protein)

Glukonejenez yoluyla hepatik glukoz iiretimi, Diabettes Mellitus’ta

hiperglisemi olusumuna katki saglar (Ishikawa ve ark., 1998). Diabettes Mellitus’ta,

glukoneojenez artisinin, hepatik dokularda glukoneojenezden sorumlu, fosfoenol

piriivatkarboksikinaz (PEPCK), glukoz-6-fosfataz, fruktoz 1,6-bisfosfataz gibi, kilit

enzimlerin ekspresyonundaki artis ile baglantili oldugu gosterilmistir (Van de Werve

ve ark., 2000). Pari ve Sankaranarayanan (2009) tarafindan yapilan ¢alismada glukoz

6-fosfataz ve fruktoz 1,6-bisfofataz aktiviteleri

gosterilmistir. Calisma sonucunda timokinonun, bu enzimlerin

Olciilerek Tablo 2.3.1.4.°de

aktivitelerini

diistirdligii tespit edilmistir. Bu sonug, timokinonun, glukozun dokularda kullanimin

artirarak ve insiilin salinimi araciligiyla hepatik glukoz iiretimini azaltarak, bozulmus

karbohidrat metabolizmasini diizeltici etki gosterdigini destekler niteliktedir.

Tablo 2.3.1.4. Kontrol ve deney farelerinde glukoz 6-fosfataz ve Fruktoz 1,6-

bisfosfataz enzim aktivitelerindeki degisim. (p < 0.05)

Gruolar Normal Normal + TQ Diyabetik | Diyabetik + TQ
P Kontrol (80 mg/kg) Kontrol (80 mg/kg)
Glukoz 6-fosfataz 0.178 +0.016 0.174 +0.014 0.270 +0.024 0.213 +0.20
(umol Pi libere/dk/mg protein)
Fruktoz 1,6-bisfosfataz 0.354 +0.030 0.338 + 0.030 0.602 + 0.050 0.402 + 0.030

(umol Pi libere/saat/mg protein)
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Glikozillenmis hemoglobin, glukoz ile hemoglobin molekiiliiniin her iki 3
zincirlerinin N-terminal aminoasitlerinin birlesmesiyle ortaya ¢ikan nonenzimatik bir
ketoamin reaksiyonu ile meydana gelir. Eriskinlerde kandaki hemoglobinin
%97’sinin HbA; , %2’sini HbA,, % 1-2’sini de HbF olusturur. HbA;’in HbA;a,
HbA:b ve HbA;c olmak {izere 3 bileseni vardir. Bu 3 bilesenden en ¢ok bulunani
HbAc’dir. Glikozile proteinler, glukoz ile proteinler tizerindeki amino asitler
arasinda yavas gelisen enzimatik olmayan reaksiyon sonucu posttranslasyonel olarak
olusur (Jeppsson ve ark., 2002). Diabetes Mellitus’ta vuku bulan hiperglisemi
proteinlerin glukozillenme miktari ¢ok yiikseltir. Lens proteinleri, eritrosit membran
proteinleri, sinir proteinleri, albumin ve en 6nemlisi hemoglobin glukozillenen belli
baslt viicut proteinleridir. Hemoglobinin glukozillenmesi iki basamakta gerceklesir
ve geri donlisiimli bir reaksiyondur. Glikozile hemoglobinin sentez hizi eritrositlerin
maruz kaldig1 glukoz miktari ile iligkilidir. Glukozile Hb 6l¢iimleri HbA;’in en
biiylik Eritrosit zar1 glukoza serbestce gecirgen oldugundan glikozile hemoglobin,
geemis 120 giinliik siiredeki (ortalama eritrosit yasam siiresi) ortalama gliseminin
klinik olarak yararli bir indeksidir. Glikozile homglobin o&l¢iimleri HbA;’in
¢ogunlugunu olusturan HbAjc ile yapilir ve sonug total Hb yiizdesi olarak verilir
(Kennedy & Baynes, 1984; Edelstein & Brownlee, 1992). Total HbA1C glukoz
diisiiriicli tedaviye cevabin takibi ve uzun siireli kan sekeri kontroliinde 6nemli bir
parametredir. HbA1C, son 2 — 3 aylik donemdeki ortalama kan glukozuyla orantilidir
ve kan sekeri diizeyindeki kisa siireli inis ¢ikislardan etkilenmez. Buna karsin kan
glukozundaki giinliik veya kisa siireli oynamalar hakkinda fikir verememekte ve
hipoglisemik ataklar1 yansitmamakla birlikte uzun siireli kontrolii kontrolii
degerlendirmede giinlimiizde en iyi yoldur (Kennedy & Baynes, 1984; Pari &
Sankaranarayanan, 2009) .

Timokinonun total HbA1C’yi 6nemli derecede diislirdliigii gosterilmistir
(Fararh ve ark., 2005 ; Pari & Sankaranarayanan , 2009). Fararh ve arkadaslar
(2005) normal kontrol, diyabetik kontrol, koérle muamele diyabetik fareler ve
timokinonla muamele diyabetik fareler olmak tizere dort deney grubunda glikozile
hemoglobin yiizdelerini 30 gilinliik deney sonunda dl¢miisler ve timokinonun HbAlc

yiizdesini belirgin bir sekilde diislirdiigii gézlemislerdir (Bkz. Sekil 2.3.1.2.). Benzer
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sekilde Pari ve Sankaranarayanan (2009), normal kontrol , 80 mg/kg timokinon
verilmis normal fareler, diyabetik kontrol , 20 mg/ kg timokinon ile muamele edilmis
diyabetik fareler, 40 mg/ kg timokinon ile muamele edilmis diyabetik fareler, 80 mg/
kg timokinon ile muamele edilmis diyabetik fareler olmak iizere alti1 deney grubu
tizerinde c¢aligmis ve artan timokinon miktarina gore HbA1C yiizdesinde belirgin
diisiis gozlemislerdir. HbA1C yiizdesindeki maksimum diisiis 80 mg/kg timokinonla
muamele edilen farelerde gozlenmistir. Sekil 2.3.1.3. bu ¢alismanin sonuglarina gore
cizilmis ve maksimal diisiis 80 mg/kg timokinon verilen grupta gozlendiginden
timokinonla muamele edilen deney gruplarindan sadece bu gruba grafikte yer
verilmistir. Buna gore, timokinonun, insiilin sekresyonu yoluyla uzun siireli

hiperglisemi kontroliinde 6nemli bir etkisi vardir.

18
16
14 & normal kontrol
~ 12
X O diyabetik kontrol
° 10
I 8 O diyabetik - kérle
X 6 muamele
% B diyabetik - TQ ile
4 muamele
SEE N\
0 M

Sekil 2.3.1.2. Fararh ve arkadaglarinin (2005) ¢alismasina gore timokinonun

HbAlc yiizdesi tizerine etkisi.
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o 5 DO normal + 80mg/kg TQ
g B diyabetik kontrol
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Sekil 2.3.1.3. Pari ve Sankaranarayanan’in ¢aligmasina gore timokinonun

HbA Ic yiizdesi lizerine etkisi.

Nigella sativa yagmin temel bileseni Timokinon, insiilin sekresyonunu
artirarak glukoz kullaniminda artisa ve hepatik glukoz iiretiminde azalisa sebep olur.
Boylelikle bozulmus karbohidrat metabolizmasini diizeltici yonde, diger bir deyisle
antidiyabetik etki gosterir (Pari & Sankaranarayanan, 2009). Timokinonun insiilin

sekresyonu iizerindeki molekiiler mekanizmasi hentliz aydinlatilmamastir.

2.3.2. Anti-Oksidan Etkiler

En dis orbitallerinde en az bir ortaklanmamis elektronu bulunan atom, atom
grubu veya molekiillere serbest radikaller denir (Gutteridge ve ark., 1999). Serbest
radikaller, s6z konusu ortaklanmamis elektronlar1 nedeniyle oldukg¢a kararsiz bir yap1
gosterirler ve lipid, protein veya karbohidrat gibi molekiillerle, hiicre hasarina sebep
olacak sekilde, etkileserek kararli yapi kazanmak isterler (Kuhn ve ark., 2003).
Hiicrelerdeki koruma mekanizmalar1 da serbest radikal olusumuna yol acar.
Karaciger, detoksifikasyon i¢in serbest radikalleri kullanirken, nétrofiller patojenleri
yok etkmek i¢in serbest radikal olustururlar (Lunec ve ark., 2002). Biiyiik olgiide
oksijen ve azot kaynakli olan serbest radikaller , metabolizma sirasinda dogal olarak
olusurlar. Karbon ve kiikiirt kaynakli serbest radikaller de vardir. Metabolik
faaliyetin yani1 sira radyasyon, ilaclar, ¢esitli kimyasallar gibi dis etkenler de serbest

radikal olusumuna sebep olur.
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Oksijen iceren herhangi bir serbest radikal Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)
olarak anilir (McDermott ve ark., 2000). En yaygin reaktif oksijen tiirleri siiperoksit
anyon radikali (O,"") ve hidroksil radikalidir ("OH) (Wilson ve ark., 2001 ; Kendler
ve ark., 1995). O," , oksijen molekiiliine bir elektron eklendiginde meydana gelir
ve reaktif oksijen tiirlerinin en az reaktif olamdir ( Kohen ve ark., 2002). O,*"
meydana geldikten sonra diger serbest radikallerin olusumuna sebep olacak ve H,O
olusumuyla son bulacak bir reaksiyonlar zincirini baslatir. Insan viicudunda en fazla
olusan serbest radikal O,"’dir . Viicuttaki O," ’nin en belirgin kaynaklari olarak
fagositik hiicreler olan nétrofiller ve makrofajlar 6ne ¢ikmaktadir (Gutteridge ve
ark., 1999).

Antioksidanlar, dokulardaki oksidasyonun zararli etkilerini 6nlemekten sorumlu
bilesiklerdir. Antioksidanlar etki mekanizmalarina gore 2 sinifa ayrilirlar:

(1) zincir kiran antioksidanlar , Vitamin E ve B-karoten gibi. Zincir kiran
antioksidanlar serbest radikale elektron vererek stabilizasyon yaparlar. Boylelikle
radikal reaktif formunu kaybeder.

(2) Koruyucu antioksidanlar olan enzimler. Oksidanlari, oksidasyon zincirini

baglatamadan temizlerler (Kuhn ve ark., 2003).

Anti-oksidanlar, radikal olusumunu Onleme, tetikleri biyokimyasal
reaksiyonlar1 engelleme, olusan radikalleri ortamdan uzaklastirma, hasar goren
molekiilleri onarma ve temizleme gibi radikallere karst meydana gelmis
mekanizmalardir. Yapilan pekgok calisma ile, timokinonun farkli mekanizmalarla
antioksidan etkileri oldugu bildirilmistir. Ornegin, El-Dakhakhny ve arkadaslari
tarafindan 2002 yilinda yapilan ¢alismada timokinonun 5-hidroksieikosa-tetraenoik
asit gibi 5-lipooksigenaz {iriinlerinin olusumunu inhibe ettigi gosterilmistir. Bu
molekiiller, kolon kanseri hiicrelerinin yasayabilmesi i¢in gereklidir. Timokinonun
stiperoksit radikal anyonu ve hidroksil radikalleri de dahil olmak {izere ¢esitli oksijen
tiirleri tizerinde radikal temizleyici etkisi oldugu gosterilmistir (Kruk ve ark., 2000;
Mansour ve ark., 2002; Badary ve ark., 2003). Buna ek olarak, timokinon,
stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi hepatik antioksidan
enzimlerde kayda deger bir azalmaya neden olur. Timokinon doksorubisin-indikli
hiperlipidemik nefropatiden muzdarip sicanlarda, demire bagimli mikrozomal lipid

perksidasyonunu etkin bir sekilde inhibe edebilmektedir (Badary ve ark., 2000).
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Bilesigin, Deneysel Allerjik Ensefalomiyelit’ten muzdarip disi Lewis si¢anlarinda
glutatyonu uyararak hiicresel oksidatif stresi azalttigi gorilmistir (Mohamed ve
ark., 2003).

Pekgok epidemiyolojik ¢alismada antioksidanlarca zengin gidalarin
tilketilmesiyle kanser riskinin azaltilabildigi gosterilmistir (Borek, 2004). Yapilan
deneysel ve klinik ¢aligmalarda oksidatif stresin farkli kanserlerin meydana gelmesi
ve ilerlemesinde etkili oldugunu gostermektedir ( Kim ve ark., 2004; Pathak ve ark.,
2005). Badary ve arkadaglari 1999 ve 2007 yillarinda timokinonun karsinojenezdeki
potansiyel koruyucu etkisi ilizerinde c¢aligmiglardir. Buna gore timokinon, lipid
peroksidasyonu ve hiicresel antioksidan ¢evreyi modiile ederek karsinojenez

prosesini inhibe etmektedir.

In vitro ¢aliymalar Nigella sativa tohumu ekstraktinin yilan ve akrep
zehirlerinin hemolitik aktivitelerini inhibe ettigi (Sallal ve ark., 1996), eritrositleri
hidrojen peroksitin sebep oldugu lipid peroksidasyonuna, protein degradasyonuna,
deformasyon kaybina ve osmotik frajilitenin artmasia karsi korudugu (Suboh ve
ark., 2004), girtlak kanseri hiicrelerini kortisol veya lipopolisakkaritler tarafindan
indiiklenen apoptoza (programlanmis hiicre 6liimii) karst korudugu (Corder ve ark.,
2003) gosterilmistir. Bu sonuglara gore, Nigella sativa tohumunu bilesenlerinin anti-
oksidan Ozelliklerine bagli olarak anti-toksik etki gosterdigi diisliniiliir. Nitekim
pekgok in vitro ¢aligma bu hipotezi desteklemektedir. Ham Nigella sativa yagi ve
fransiyonlar1 (dogal lipidler, glikolipidler ve fosfolipidler), igerdikleri total goklu
doymamis yag asitleri, sabunlagsmayanlar ve fosfolipidlere bagli olarak radikal

temizleyici etki gostermektedir (Ramadan ve ark., 2003).

Hepotoksisite ve nefrotoksisite, L-alanin aminotransferaz (ALT), alkalen
fosfataz (ALP), lipid peroksidaz (LPD) ve glutatyon (GSH) ve siiperoksit dismutazi
iceren antioksidan temizleme enzim sistemi gibi mediyatorlerin seviye ve
aktivitelerindeki degisimlerle iliskilidir. Nigella sativa’nin anti-oksidan etkileri, tert-
biitil hidroperoksit, karbon tetrakloriir, doksorubisin, gentamisin, metiyonin,
potasyum bromat, sisplatin, veya Schistosoma mansoni enfeksiyonu ile indiiklenen
farkli karaciger ve bobrek toksisiteleri in vivo murin (sigan) modelleri iizerinde

arastirtlmistir (EI-Dakhakhny ve ark., 2000; Nagi ve ark., 1999; Meral ve Kanter,
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2003; Meral ve ark., 2001; Kanter ve ark., 2003; Tiirkdogan ve ark., 2001; Ali,
2004; Khan ve ark., 2003). S6z konusu in vivo galismalarda elde edilen bulgular bir
araya getirildiginde Nigella sativa yagmin , bilesenlerinin anti-oksidan 6zelliklerine

bagli olarak, anti-toksik aktivite gosterdigi ortaya ¢cikmaktadir.

Karbon tetrakloriir enjeksiyonundan oOnce siganlarin profilaktik olarak
timokinonla muamele edilmesi, karbon tetrakloriiriin hepatoksisitesini yiikselmis
serum enzim diizeylerini diisiirmek ve hepatik glutatyon igerigini belirgin diizeyde
arttirmak yoluyla iyilestirmektedir (Burits ve Bucar, 2000; Enomoto ve ark., 2001).
Sicanlarin  bagka ucucu yaglarla muamelesi s6z konusu enzim ve glutatyon
diizeylerinde degisiklik meydana getirmemistir. Timokinonun  si¢anlarda
doksorubisin ile indiiklenmis nefrotoksisite, kardiyotoksisite ve oksidatif stres
lizerine etkisi goOsterilmistir. Buna gore timokinon nefrotik hiperlipidemi ve
hiperproteiniiri olusumunun Onler ve oksidatif stresin biyomarkerlerinin degerleri

normale doner (Badary ve ark., 2000).

2009 yilinda Girard-Lalancette ve arkadaslari tarafindan reaktif oksijen
tiirlerinin kullanigh bir indikatorii olan DCFH-DA’y1 kullanan hiicre bazli bir test
gelistirilmistir. S0z konusu test anti oksidan oOzelliklerinde tespitinde oldukga
hassastir. Bourgou ve arkadaglari (2010) Tunus’taki ¢orekotu tohumlarinin yagi
tizerinde yaptiklari galismada Nigella sativa yagi ve etken maddesi timokinonun anti-
oksidan 6zelliklerini s6z konusu test ile 6lgmiis ve Nigella sativa esansiyel yagimin
ROS iiretimini belirgin bi¢imde inhibe ettigini tespit etmislerdir. ROS inhibisyonu
hiicreleri oksidatif stresten korumaktadir. Nigella sativa yaginin temel etken bileseni
olan timokinonun diger bilesenlerin aksine eX Vivo ortamda yiiksek antioksidan
aktivite gosterdigi ayni calismada gosterilmistir. ICsqo bir biyokimyasal prosesi yar1
yartya inhibe eden madde miktarini belirtmek i¢in kullanilan degerdir. Kuersetin
bilinen bir antioksidandir ve bu calismada pozitif kontrol olarak kullanilmistir (Bkz.

Tablo 2.3.2.1.).

Tablo 2.3.2.1. Nigella sativa yagi ve temel bileseni timokinonun anti-oksidan

aktiviteleri.
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Test edilen bilesikler

DCFH oksidasyonunun inhibisyonu
(1Cs0 ) (ng/mL)

Nigella sativa yagi 1.00 £1.00
Timokinon 0.20+0.16
Kuersetin (pozitif kontrol) 0.20+0.20

Nigella sativa tohumlar1 geleneksel tipta yukarida anlatilan anti-oksidan

Ozelliklerine bagli olarak kullanilagelmistir. Nigella sativa yaginin ve aktif

bilesenlerinin, rastlantisal olarak cevresel veya enfeksiyona bagli faktorlerce veya

anti-kanser ilaglarca tetiklenen oksidatif stresin aracilik ettigi toksisiteyi azalttigi

goriilmektedir. Ornegin, kemoterapi, siklofosfamid ve diger anti-kanser ilaglar, anti-

kanser terapi olarak veya kanser immiinterapi ile kombinasyon halinde preklinik ve

klinik calismalarda kullanilmaktadirlar. Kemoterapi, olgunlagsmamis graniilositlerin

oldukga genislemesine ve biiyiikk miktarda NO (nitrik oksit) ortaya ¢ikmasina sebep

olur. Timokinonun kemoterapinin tetikledigi nitrik okside karst olugsan immiin cevabi

baskilayici etkileri vardir. Buna gore kemoterapiyi takiben timokinon uygulanmasi

uygun olacaktir.
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2.3.3. Anti-inflamatuar Etkiler

Inflamasyonun akut ve kronik fazlarinin devamlilig1 ve ilerlemesi bir miktar
mediatdr tarafindan saglanir. Bunlar, eikosanoidler, oksidanlar, sitokin, makrofaj ve
notrofil gibi inflamator hiicreler tarafindan salgilanan litik enzimlerdir (Lefkowitz ve
ark., 1999). Basta NO olmak tizere reaktif oksijen tiirleri, doku harabiyetine sebep
olan bol miktarda toksik oksidatif reaksiyonlar baslatir. Nigella sativa’nin anti-
inflamatuvar aktiviteleri hiicresel NO olusturma kapasitesinin inhibisyonu yolu ile
belirlenmistir. Pekgok dokuda nitrik oksit sentaz (NOS) araciligiyla L-argininden
sentezlenen = NO pek¢ok inflamatuvar hastalikla iliskilendirilir. Bourgou ve
arkadaglar1 (2010) Tunus’tan toplanan Nigella sativa tohum yagi ve bilesenleri
tizerinde caligma yapmislardir. Bu ¢aligmaya gore Nigella sativa yagi LPS-indiiklii
NO sekresyonunu %90 oraninda , Nigella sativa’nin temel aktif bileseni timokinon
ise NO fretimini %95 oraninda inhibe etmektedir. Timokinonun NO iiretimi
tizerindeki inhibisyon etkisi uyarilabilir ROS mRNA’s1 ve protein ekspresyonunu

azaltma yoluyla gergeklesmektedir (EI-Mahmoudy ve ark., 2002).

Reaktif oksijen tiirlerinin indiikledigi inflamasyona ek olarak, inflamasyona
sebep olan iki enzim vardir; siklooksigenaz (COX) ve lipoksigenaz (LO) (Williams
ve ark., 1999). COX, arasidonik asitten prostaglandinlerin ve tromboksanin
olusumunu katalizlerken, LO, 16kotrienlerin olusumunu katalizler. Prostaglandinler
ve lokotrienler alerji ve inflamasyonlarin esas mediyatorii olarak islev
gostermektedir.  Prostaglandinler, tromboksanlar ve ldkotrienlerin tiimiine

eikosanoidler denir (Giirdsl & Ademoglu, 2006).

Aragidonik asit , 20:4 (A>®1%) eikosanoidlerin énciisiidiir ve memeliler
icin esansiyel yag asitleri olan linoleat ve linolenattan sentezlenir. Fosfolipaz Ao,
pekcok memeli hiicresinde bulunur ve hormonlara veya diger uyaranlara yanit olarak
membran fosfolipidlerine saldirir, gliseroliin ortadaki karbonundan arasidonik asidi
uzaklastirir. Diliz endoplazmik retikulum enzimleri, prostaglandin ve tromboksanlarin
oncilii olan PGHy nin olusumundan baglayarak, arasidonik asiti prostaglandinlere
doniistiirtir. Prostaglandin H, sentaz olarak da bilinen siklooksigenaz enzimi (COX)
aragidonik asitin PGHy’ye doniisiimiinii katalizleyen iki islevli bir enzimdir ve

doniisiimii iki basamakta gerceklestirir. Ilk basamakta enzim ilk islevi olan
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siklooksigenaz aktivitesiyle yapiya molekiiler oksijeni sokarak prostaglandin G3’yi
(PGGy) olusturur. ikinci basamakta ise enzim ikinci islevi olan peroksidaz aktivitesi
gostererek  PGGy’yi PGHy’ye doniistiiriir. Kandaki trombositlerde bulunan
tromboksan sentaz PGH;’yi diger tromboksanlarin tiiretildigi tromboksan Aj’ye
cevirir. Tromboksanlarin gorevi , kan pihtilasmasinin erken basamaklarindaki
trombosit agregasyonu ve kan damarlarinin daralmasidir. Tromboksanlar ve
prostaglandinler bes-alt1 atomlu bir halka tagimaktadirlar ve arasidonik asitten bu
bilesiklerin sentezi dongiisel bir yol olarak kabul edilir. Bununla beraber arasidonik
asitten l16kotrienlerin olusumu dogrusal yol olarak kabul edilmekte ve bahsi gecen

dongiisel yoldan farklilik gostermektedir (Nelson & Cox, 2005).

Lokotrienlerin  sentezi, arasidonik asite molekiiler oksijenin girmesini
saglayan 5-lipoksigenazin katalizorliiglinde gerceklesir. Lokositlerde, kalpte,
beyinde, akcigerde ve dalakta bulunan 5-lipoksigenazlar sitokrom P-450 kullanan
karisik-islevli oksidazlardir (Nelson & Cox , 2005). Lokotrienlerin sentezi 6ncesinde
enzim aktive edilir. Bu aktivasyon siireci Ca™* ve ATP bagimlidir ve enzimin
sitozolden hiicre membranina translokasyonunu igerir. Translokasyon sonrasinda
enzim, bir niikkleer membran proteini olan FLAP (5-LO aktive edici protein) ile
aktive edilir. Aktif 5-LO, 5-HPETE (5-hidroperoksieikosatetraenoik asit) olusumu ve
bu metabolitin epoksi lokotrien As’e doniisimiinii katalizler. 5S-HPETE yarilanma
siiresi ¢ok kisa olan ve stabil olmayan bir ara molekiildiir. Lokotrien A4 biitiin
lokotrienlerin sentezinde ortak ara basamaktir. Sonrasinda Lokotrien Ay (LTA) ,
hidrolaz araciligiyla 16kotrien Bs’e (LTB4) veya 16kotrien C4 Sentetaz aktivitesi ile
peptidolokotiren LTC, e doniisiir. Lokotrien Cy4 sentetaz, glutatyon-S-transferaz sinifi
bir enzimdir ve LTA,’lin glutatyon ile konjuge olarak peptidolokotrien LTCs’e
donilisimiinii katalizler. LTC, ekstraseliiler ortama tasinir ve burada y-glutamil
transpeptidaz katalizorliiglinde LTDs’e , LTD, de dipeptidaz katalizorliiglinde
LTEs e dondstirialiir. LTC,4 ve metabolitleri LTD,4 ile LTE4 sisteinil 16kotrienler
veya peptidolokotrienler olarak adlandirilmaktadir (O ’Bryne , 1997; Mayatepek &
Hoffmann , 1995; Claesson & Dahlen , 1999; Chung , 1995; Ford-Hutchinson &
Jakobson, 1997; Henderson , 1994; Dahlen , 1998 ).

Birgok in vitro ¢alismada Nigella sativa yaginin ve yagin aktif bilesenlerinin,

s0z konusu mediyatorlerin iiretilmesindeki inhibe edici etkileri gosterilmistir.
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Timokinon ve Nigella sativa’nin ham yaginin, arasidonik asit metabolizmasindaki
COX ve 5-LO yolaklarini inhibe ettigi ve timokinonun etkisinin daha fazla oldugu
gosterilmistir (Mansour & Tomhamre , 2004; Houghton ve ark., 1995). Her iki
maddenin, beyin fosfolipid lipozomlarindaki enzimatik olmayan peroksidasyonu da
inhibe ettigi ve yine timokinonun etkisinin daha yiiksek oldugu bulunmustur. Buna
karsin, Nigella sativa’nin sabit yaginin eikosanoid olusumu ve lipid peroksidasyonu
tizerindeki inhibisyon etkisi timokinonun etkisinden daha fazladir ve yagn
igerigindeki, doymamis yag asitleri gibi bilesenlerin, Nigella sativa yaginin anti-
eikosanoid ve anti-oksidan etkilerinde rol aldigi diisiiniiliir. Dahasi, kalsiyum- veya
iyonofor-stimiile polimorfoniiklear 16kositlerin yani notrofillerin Nigella sativa
yagmin ham ekstrakti, nigellone veya timokinondan herhangi biri ile in vitro
muamelesi, 5-LO irinlerinin  ve 5-hidroksieikosatetraenoik asitin olusumunu
derisime bagimli olarak inhibe etmektedir (El-Dakhakhny ve ark., 2002). Sonug
olarak, Nigella sativa yaginin ve aktif bilesenlerinin anti-inflamatuar etkisi, COX ve

5-LO yolaklarinin inhibisyonu yoluyla ger¢eklesmektedir.

Nigella sativa yaginin bilesenlerinin Deneysel Otoimmiin Ensefalomiyelit
(EAE) ve kolit gibi bazi inflamatuar hastaliklarda anti-inflamatuar etkileri oldugu
gosterilmistir.  EAE, merkezi sinir sistemini etkileyen otoimmiin sinir lifleri
iizerindeki miyelin tabakasini yok eden bir hastaliktir. Insan multiple sklerozunun bir
hayvan modelidir. Hastaligin mediyatorii T hiicreleridir ve oksidatif stres de
hastaligin olususum ve devamliliginda merkezi rol oynar (Chakrabarty ve ark.,
2003). EAE’li hayvanlar timokinonla muamele edildiginde, timokinonla muamele
edilmeyen EAE’li hayvanlara nazaran, glutatyon diizeylerinin yiikseldigi ve hastalik
belirtileriyle birlikte perivakiiler inflamasyonun ortadan kalktigi gdézlenmistir. Bu
durumda timokinonun EAE modeli {izerinde terapdtik potansiyeli oldugu
anlasilmaktedir. Buna bagli olarak, insanlardaki mutipl skleroz tedavisinde

timokinonun pozitif etkisi oldugu sonucuna vartlir.

Ulseratif kolit, akut inflamasyon dongiileri, iilserasyon ve kolonik
mukozadaki kanamalarla karakterize edilen bir diger antiinflamatuar hastaliktir.
Kolitin patojenezi tam olarak anlasilmamis olmasina ragmen, eikosanoid, 16kotrien,
trombosit aktive edici faktor ve oksijen iireten serbest radikaller gibi pek cok

medyatér bu hastaliginin patojenezinden sorumludur (Nieto ve ark., 2000).
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Campieri ve arkadaglart ile Gionchetti ve arkadaslarinin 1991 yilinda yaptiklar
calismalarda anti-inflamatuar ajanlarin, Koch ve arkadaglari ile Choudhary ve
arkadaglarinin sirasiyla 2000 ve 2001 yillarinda yaptiklar1 ¢alismalarda anti-oksidan
ajanlarin hastaligin semptomlar1 {lizerinde iyilestirici etkisi oldugu gdosterilmistir.
2003 yilinda Mahgoub, sigcanlarda asetik asit ile indiiklenen kolit {izerine
timokinonun etkilerini arastirmistir. Arastirici, hayvanlara, %3’liik asetik asit
intrakolonik enjeksiyonu uygulamadan 6nceki 3 giin boyunca timokinon vermis ve
timokinonun asetik asit ile indiiklenen kolite karsi anti-kolit bir ila¢ olan
stilfasalazinden daha yiiksek etkiyle koruma sagladigini gostermistir. Bu ¢aligmaya
gore timokinonun anti-kolit etkisi, anti-oksidan ve anti-histaminik aktiviteleri

tarafindan saglanmaktadir.

Inflamatuar immiin cevabin keskinligi, inflamatuar lezyonlarda inflamatuar
hiicrelerin toplanmasiyla kontrol edilir. Bu proses, belirli inflamatuar kimokinlerin ve
adhezyon molekiillerinin inflamatuar hiicrelerden, ICAM-1’den, VCAM-1’den ve
endotelyal hiicrelerden ekspresyonuyla saglanir . S6z konusu inflamatuar kimokinler;
MCP-1 (CCL2), MIP-1la (CCL3), MIP-1h (CCL4) ve RANTES (CCLS5)’dir
(Kallinich ve ark., 2005; Bagglionini ve ark., 1994). Adhezyon molekiilleri ise LFA-
1, CD62L and CD44’dir (Cartier ve ark., 2005). Nigella sativa’nin immiin cevap
tizerine inhibisyon etkisinin potansiyel mekanizmasi, kimokinlerin ve adhezyon
molekiillerinin  ekspresyonunu modiile etme yoluyla inflamatuvar hiicrelerin
isleyisinin degistirilmesi seklinde oldugu diisiiniilmektedir. Tiim bu anlatilanlarla
karsin, Nigella sativa’nin kimokinler ve adhezyon molekiilleri ile IL-1 ve TNF-o
inflamatuvar sitokinlerinin inhibisyonu ve IL-8 kimokininin ¢ogaltilmasi {izerindeki
etkisine yonelik calismalar literatiirde yoktur. Nigella sativa tohumlarmin farkl
inflamatuvar  hastaliklart  {izerindeki gliclii  anti-inflamatuvar g6z  Oniinde
bulundurularak , Nigella sativa yagmin ve aktif bilesenlerinin immiin hiiclerin
kimokin ve adhezyon molekiilleri ekspresyonu iizerine etkileri aydmlatilmalidir.

Boylelikle Nigella sativa’nin terapotik imkanlarina dair bilgimiz artacaktir.
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2.3.4. Anti-Histaminik Etkiler

Histidin esansiyel bir aminoasittir ve dekarboksilaz ile piridoksal fosfat
aracilifiyla histamine doniisiir. Bazofiller, mast hiicreleri, mide mukozasi, bagirsak
ve bazi beyin kisimlarinda sentezlenen histamin vezikiillerde depo edilmekte ve
oksijen , sicaklik gibi faktorlerin etkisiyle serbestlesmektedir. Heparin-protein
kompleksiyle iyonik olarak etkilesmesinin yaninda bagirsaklar ve bronslarda Hj
reseptoriine baglanir ve diiz kaslarin kasilmasina sebep olur. Ayrica asetilkolin ve
gastrin etkisiyle mide mukoza hiicrelerinde salgilanir ve H; reseptorlerine baglanarak
hidroklorik asit salgilanmasini uyarir. Histaminin asir1 salgilanmasi viicutta allerjik
reaksiyonlara sebep olur. Dahasi kiigiik venlerde daralma yaparak kapillerlerin
genislemesine yol agan histaminin 6dem ve damar yatagi hacminde artisa ve buna
bagli olarak kan basincinin diismesi ile allerjik soka sebep oldugu bilinmektedir.
Bunlarin yanisira histamin, beyinde noérotransmitter olarak gorev yapmaktadir

(Giirdol & Ademoglu, 2006).

Histamin, brongial astim gibi durumlarla iliskili alerjik reaksiyonlar
olusturmak tiizere viicut dokularindan salgilanir. Nigella sativa tohumlarinin
icerdikleri etken maddelerin, tohumlarin geleneksel kullanimiyla, histaminin
tetikledigi inflamatuar hastaliklar tizerinde 6nemli bir etkisi oldugu gosterilmistir.
Brongial astimdan muzdarip hastalara agizdan Nigella sativa tohumu verildiginde,
hastalarin  biiytik bir kisminda semptomlar1 hafiflettigi gozlenmistir. Bu
antihistaminik etkinin Nigella sativa tohumlarinin ugucu yagindan izole edilen
ditimokinon tarafindan saglandig1 gosterilmistir ve izole ditimokinona Nigellone
denilmistir (EIl-Dakhakhny M., 1965). Bu c¢alismay1 takiben, brosial astimdan
muzdarip ¢ocuklara ve yetiskinlere uygulanan Nigellone tedavisinde etkin sonuglar
alinmis ve higbir toksik etki gozlenmemistir. Bir klinik ¢alismada, allerjik i¢ burun
iltihab1, bronsial astim, atopik ekzama gibi allerjik hastaliklardan muzdarip kisiler,
Nigella sativa ile tedavi edildiginde Nigella sativa yaginin IgE, eosinofil sayisi,
plazma ve idrardaki endojen kortizol miktarin1 diistirdiigii gézlenmistir ( Kalus ve
ark., 2003). Buna gore, Nigella sativa yagi, allerjik hastaliklarin tedavilerine ait

etkilerin ortaya ¢ikmasinda yardimei nitelik tagimaktadir.
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Nigella sativa tohumunun bilesenlerinin antialerjik dzellikleri anti histaminik
etkileriyle iliskilendirilebilir. In vitro ¢alismalar da bu goriisii destekler niteliktedir.
Timokinonun antihistaminik etkilerinin, kismen arasidonik asit metabolizmasinin
lipoksigenaz {irtinlerinin inhibisyonu ile birlikte histamin ve serotonin
reseptOrlerinin - secilimsiz olarak bloke edilmesi sonucu ortaya c¢iktigr ileri

stiriilmiistiir (Al-Majed ve ark., 2001) .

Preklinik ve klinik galismalar ile de Nigella sativa tohumlarinin anti-
histaminik etkilerini gosterilmistir. Bunun i¢in, mukozadaki histamin igerigini
belirgin bir sekilde arttiran ve oral yolla etanol alinmasiyla indiiklenen gastrik {ilser
modeli kullanilmistir.  Ulser indiiksiyonundan 6nce Nigella sativa yagi verilen
sicanlarin ve verilmeden iilser indiiklenen sicanlarin gastrik mukozadaki histamin
miktarlar1 6lgiilmiis ve onceden Nigella sativa yagi ile muamele edilen siganlarin
gastrik mukozadaki histamin igerikleri daha diisiik bulunmustur. Nigella sativa
yagiyla muamelenin, gastrik mukozadan histamin salinmasma karst % 53.56
oraninda koruyucu etki gosterdigi gosterilmistir (EI Dakhakhny ve ark., 2000). El
Dakhakhny ve arkadaslar1 tarafindan yapilan calismada gosterilen histamin salgisini
azaltict etkisi yaninda, bagka bir calismada timokinonun histamine kars1 tetikleyici
etki gosterdigi gosterilmistir (El Tahir ve ark., 1993). ki durum da goz oniinde
bulunduruldugunda Nigella sativa yaginin igeriginde bulunan farkli etken maddelerin
histamin salinimi tizerine farkli etkileri oldugu sonucuna varilir. Nigella sativa ham
ekstraktinin Nigellone aktif bileseni (ditimokinon) kalsiyum kanali blokeri olarak
etki goserir ve bu etkiye bagli olarak, Nigella sativa diyare, astim ve hipertansiyona

kars1 geleneksel terapotik olarak kullanilagelmektedir.
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2.3.5. Anti-Mikrobiyal Etkiler

Nigella sativa yaginin ve aktif bilesenlerinin anti-bakteriyel, anti-fungal, anti-
helminitik ve anti-viral olmak {izere anti-mikrobiyal o6zellikleri oldugu rapor

edilmistir.

Murin (sigan) sitomegaloviriisi (MCMYV) immiin yetmezligi olan
hayvanlarda tiim viicuda yayilan ve O6limciil bir hastaliga sebep olan bir herpes
virtisidiir (Reynolds ve ark., 1993) ve immiin yetmezligi olan insanlardaki insan
sitomegaloviriisii ile benzerdir (Moro ve ark., 1999). Nigella sativa yagmin anti-
oksidan etkisi, anti-viral aktivitesine katkida bulunan baska bir mekanizma
sunmaktadir. Nigella sativa yaginin MCMV enfeksiyonuna karsi anti-viral etkileri,
anti-viral tedavide yeni yollar agmaktadir. fleride yapilacak olan ¢alismalarla bu etki
bagka viral modeller iizerinde teyit edilmeli ve bu anti-viral etkinin hangi aktif

bilesenlerce saglandig1 agiga kavusturulmalidir.

Schistosomiasis, ii¢iincii diinya iilkelerinde yaygin olarak goriilen tropikal
parazitik bir hastaliktir. Hastaliktan korunma, hiicresel ve hiimoral ( viicut
stvilarindan ileri gelen) bagisiklik aracilifiyla miimkiin olmaktadir. As1 denemeleri
yapilmasina ragmen, kemoterapi halen insan konakg¢1 igin tek segenektir (Chitsulo ve
ark., 2004) . Aboul-Ela tarafindan 2002 yilinda yapilan ¢alismada Nigella sativa
tohumu ekstraktinin ve timokinonun S. mansoni enfeksiyonuna karsi potansiyel
koruyucu etkisi gosterilmistir. S. masoni bulagmis farelerin Nigella sativa yagiyla
muamelesinin karacigerdeki S. masoni kurtlarinin sayist azalttigi, karaciger ve
bagirsaktaki yumurta miktarii diigiirdigi  gorilmiistiir. Nigella sativa yagi,
Schistosomasis tedavisinde tercih edilen Praziquantel isimli ilacin etkisini arttirdigi
gosterilmistir (Mahmoud ve ark., 2002). S. masoni bulasmis farelere Nigella sativa
yag1 verilmesi, serum albumin diizeyi ile ALT, ALP ve GGT aktiviteleri gibi
enfeksiyona bagli biyokimyasal ve patolojik degismeleri gidermistir (Mahmoud ve
ark., 2002; Gharib ve ark., 1999). Murin (sigan) Schistosomiasis’inde, ¢esitli
sitokinler, graniilomat6z inflamatuar cevabin mediyatorii olarak rol almaktadir. Buna
bagl olarak, sitokin diizeylerinin modiilasyonu inflamatuar cevabin keskinligini
diizenler. Anti-Schistosome etkilerine benzer olarak, Nigella sativa tohumlarinin

ucucu yagi 1:100 seyreltmeyle bile tenya, toprak solucani, nematod (iplik kurdu) ve
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bagirsak kurduna karsi anti-helminitik etki gostermektedir ( Agarwal ve ark., 1979;
Akther ve Riffat, 1991).

Anti-viral ve anti-helminitik etkilerine ek olarak Nigella sativa yagi ,
Escherichia coli, Bacillus subtilis, Streptococcus faecalis, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa gibi pek¢ok bakteriye karsi antibakteriyel ve bunlarin yani
sira patojenik maya Candida albicans ve fungusa karsi anti-fungal etki
gostermektedir (Hanafy & Hatem, 1991; Khan ve ark., 2003; El-Fatary, 1975;
Morsi, 2000). Nigella sativa’nin bilesenlerinden ditimokinonun gram-pozitif
bakterilere karsit anti-bakteriyel etki gosterdigi El-Fatatry’nin 1975 tarihli
calismasinda gosterilmisti. Burada dietil eter ekstraktinin, gram-pozitif bakteri olan
Staphilococcus aureus ve gram-negatif bakteriler olan Pseudomonas aeruginosa ve
Escherichia coli’ye kars1 konsantrasyona bagimli inhibisyonu s6z konusudur. Dahast,
eter ekstraktinin pekgok antibiyotigin etkisini arttirdigi gosterilmistir (Hanafy &
Hatem, 1991). Daha 6nemlisi, ekstraktin V. Cholera, E. Coli ve Shigella dysentriae
suclarin1 da igeren ilaca direngli bakterilere kars1 daha etkin oldugu kanitlanmistir
(Morsi, 2000). In vivo olarak Nigella sativa tohumu dietil eter ekstrakti farelerde
oldiiriicii olmayan derialt1 stafilokok enfeksiyonunda, enfeksiyon bolgesine enjekte
edildiginde enfeksiyonu tamamen tedavi etmektedir (Hanafy & Hatem, 1991). Buna
gore, Nigella sativa tohumunun bilesenleri in vivo ortamda farkli konakg1 faktorler
aracilifiyla bakterisidal aktivite gdstermektedir. Bourgou ve arkadaglari (2010)
Tunus’tan toplanan Nigella sativa tohumlarinin yag: ve bilesenlerinin S. aureus ve E.
coli tizerinde antibakteriyel ozelliklerini aragtirmislardir. Kloramfenikolun pozitif
kontrol olarak kullanildig1 caligmada Nigella sativa yaginin antibakteriyel 6zelliginin
esas olarak timokinon iceriginden kaynaklandigi sonucuna varilmistir (Bkz. Tablo
2.3.5.1).
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Tablo 2.3.5.1. Nigella sativa yagi ve timokinonun antibakteriyel dzellikleri.

Test edilen bilesikler S. aureus E.coli
Nigella sativa yagi ICs0 = 12.0 £ 4.0 ng/mL IC50 =62.0 £ 17.0 pg/mL
Timokinon IC50=1.8%0.6 uM ICs50 = 41.0 £ 19.0 uM
Kloramfenikol IC50=7.0+1.0 uM IC50=0.8+0.1 uM

Candida albicans’in fareye asilanmasi, farenin karaciger, dalak ve
bobreklerinde Candida albicans kolonileri meydana getirir. Bu modelin kullanilarak
Nigella sativa tohumlariin sulu ekstraktlarinin anti-fungal etkileri arastirilmistir.
Candida albicans indkiilasyonundan (asilanmasindan) 24 saat sonra enfekte fareler
Nigella sativa tohumlarmin sulu ekstrakti ile 3 giin boyunca muamele edilmistir.
Nigella sativa muamelesiyle ¢aligilan tiim organlardaki fungus biiyiimesinin inhibe
oldugu goriilmiistiir (Khan ve ark., 2003).

Anlatilan ¢alismalarda Nigella sativa yagi ve bilesenlerinin anti-viral, anti-
helminitik, anti-bakteriyel ve anti-bakteriyel Ozelliklerinden bahsedilmistir fakat
ilerde yapilacak ¢alismalarla Nigella sativa’nin anti-bakteriyal etkilerinin spesifik
mekanizmalar1 aydinlatilmali, tohunmlarin bakteriyel, parazitik ve viral modellerde
tek bagina veya diger ilaglarla nasil etki gosterdigi arastirilarak potansiyel terapotik

etkileri ortaya ¢ikarilmalidir.
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2.3.6. Anti-Tiimor Etkiler

Kanserin gelismesine neden olan temel degisiklik kanser hiicrelerinin siirekli
ve kontrolsiiz olarak ¢ogalmasidir. S6zkonusu hiicreler, hiicrenin yasam dongiisii
kontrol eden sinyallere dogru tepkiyi gostermez ve kontrolsiiz bir bigimde ¢ogalip
boliinmeyi siirdiiriir, normal doku ve organlar1 istila ederek tiim viicuda yayilir.
Hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi sonucu ortaya ¢ikan hiicre topluluklarina timor
denir ve timorler malign ve benign olmak tizere iki grupta incelenir. Deride goriilen
basit sigiller benign tiimorlere 6rnek verilebilir. Benign tiimorler ¢evredeki dokuya
veya viicudun diger bolgelerine yayilmadan olustuklart yerde kalirlar. Buna karsin
malign tiimorler hem ¢evrelerindeki dokuya hem de kan veya lenfatik sistem
araciligiyla tiim viicuda yayilim gosterirler. Kanser hiicrelerinin olustuklar1 cevre

dokulara ve sonrasinda tiim viicuda yayilmasi metastaz olarak nitelendirilir.

Kanserler, karsinomlar, sarkomlar ve 16semi veya lenfomalar olmak tizere ti¢
ana gruba ayrilabilir. Karsinomlar, insanlarda goriilen kanserlerin %90’ olusturur
ve epitel hiicre kaynaklidirlar. Sarkomlar, insanlarda daha az goriiliir ve kas, kemik,
kikirdak ve fibroz doku gibi bag dokularda meydana gelen kati tiimoérleri kapsar.
Insanlarda goriilen kanser tiirlerinin %7°lik kismin1 olusturan 16semi ve lenfomalar
ise sirastyla kan  hiicreleri veya immiin sistem hiicrelerinde gelisir. Bu
siiflandirmanin haricinde kanserler tiimoriin gelistigi organ veya dokuya gore de

siiflandirilirlar. Meme kanseri, lenf kanseri bu siniflandirmaya 6rnek gosterilebilir .

Klonalite kanserin temel 6zelliklerinden biridir. Buna gore tiimorler normal
dis1 ¢ogalmaya baglayan tek bir hiicreden gelisir. Bircok tiimdriin tek hiicreden
tiredigi X kromozomu inaktivasyonu analizi ile gosterilmistir. Bununla beraber
tiimorlerin klonal olmasi, timor gelisimine sebep olan hiicrenin baglangigta kanser
hiicresinin tiim ozelliklerini tasidigr anlamina gelmez. Hiicresel diizeyde kanserin
gelisimi, mutasyonlari igeren ¢ok asamali bir siiregtir. Bu siire¢ sonucunda ¢ogalma,
sag kalim, invazyon ve metastaz yetenekleri giderek artan hiicreler secilime
ugramakta ve bu yetenekleri daha c¢ok kazanmis kanser hiicreleri yasamin
sirdiiriirken digerleri elenmektedir. Kanser gelisiminin ilk asamasi olan tiimor

baslangict tek bir hiicrenin mutasyona ugrayarak normal dis1 g¢ogalmasimin
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sonucunda gerceklesir. Hiicre ¢ogalmasina paralel olarak klonal tiimor hiicrelerinden
olusan hiicre toplulugu giderek biiyiir. Tiimor ilerlemesi, s6zkonusu topluluk i¢indeki
hiicrelerde yeni mutasyonlarin ger¢eklesmesiyle devam eder (Cooper & Hausman ,
2006).

Kanserin daha iyi anlasilmasi i¢in hiicre dongiisiiniin anlasilmast énemlidir.
Embriyonik biiyiime ve daha sonraki gelisme sirasinda, hiicre boliinmesi her dokuda
meydana gelir. Okaryotlarda hiicre dongiisii dort everede gerceklesir: M , G, S ve
G; . S sentez fazidir ve DNA her iki yavru hiicre i¢in kopya olusturmak iizere replike
olur. G boliinmeler arasindaki boslugu gostermektedir ve gap kelimesinin bag harfini
temsil eder. G, fazinda yeni proteinler sentezlenir ve hiicrenin biiyiikliigii yaklagik iki
katina ¢ikar. M mitoz fazin1 gosterir. M fazinda maternal niikleer kilif catlar, es
kromozomlar hiicrenin iki zit ucuna c¢ekilir, her bir yavru kromozom takimi yeni
olusan niikleer kilifla kaplanir ve sitokinezle hiicre ikiye boliinerek iki yavru hiicre
olusur. G; bekleme fazidir. Embriyonik veya hizli ¢ogalan dokularda her bir yavru
hiicre G; faz1 olarak adlandirilan bekleme siiresi sonrasinda boliinmeye devam
edecektir. Bir hiicre M fazindan G; fazina gegtikten sonra boliinmeye devam edebilir
veya boliinmesini durdurur. Hiicrenin boliinmesini durdurmasi saatler, giinler veya
hiicrenin tiim yasami boyunca siirebilir ve hiicrenin pasif olarak bulundugu bu faz Gy
faz1 olarak adlandirilir. Terminal olarak farklilasan hiicreler Gy fazindadir ve tekrar
boliinmeye baslayacak olursa hiicre dongiisiine G, fazindan dahil olur (Nelson & Cox
, 2005).

Hiicre dongiisti kontrol noktalar1 ve feedback kontroller ile denetlenmektedir.
Bunlar hiicre dongiisiiniin farkli evrelerinde yer alan olaylar1 koordine ederler,
replike olmamis ya da hasarli DNA’lara duyarlidirlar ve DNA replikasyonunun
tamamlanmas1 ya da onarmmi ile hiicre dongiisiinii ayarlarlar. Bu kontrol noktalar
yavru hiicrelere genomun tamaminin gegmesini garanti eder. Kontrol noktalarindan
biri hasarli ya da tamamen kopyalanmamis DNA’ya yanit olarak hiicreleri G, fazinda
durdurur. Hasarli DNA varli§i, ayn1 zamanda G; ve S fazlarindaki kontrol
noktalarinda dongiliyii durdurmaktadir. Bir diger kontrol noktast da M fazinda
bulunmaktadir ve yavru kromozomlarin mitoz iginde diizgiin dizilmemeleri halinde

mitozu durduracaktir.
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Memeli hiicrelerinde G; fazinin kontrol noktasindaki duraksama p53
proteininin etkisiyle gergeklesir. ATM ve Chk2 protein kinazlardir. DNA hasarina
yanit olarak ATM ve Chk2 tarafindan fosfatlanan p53 kararli hale gelir hiicredeki
miktar1 hizla artar. Bir transkripsiyon faktorii olan p53, hiicre dongiisiinii durduracak

olan proteinlerin ekspresyonunu indiikleyecektir.

Kanser, hiicrelerin ¢ogalmasini, farklilasmasin1 ve sag kalimini denetleyen
kritik genlerde gergeklesen degisikliklerden kaynaklanir. Gen ekspresyonunu
hizlandiran veya kodladiklar1 proteinlerde kontrolsiiz aktivite artisina sebep genetik
degisikliklerle anormal hiicre ¢cogalmasina neden olan kanser nciilii genler onkogen
adin1 alir. Hiicre c¢ogalmasinin kontroliinde bunun tam tersi mekanizmay1
simgeleyen, normal kosullarda hiicre ¢ogalmasini ve tiimor gelisimini baskilayan
genler ise tiimor baskilayici genler olarak anilir. Losemi, lenfoma, sarkoma ve beyin
tiimdrleri ile meme, bagirsak ve akciger karsinomlar1 gibi birgok kanser tiirlinde
siklikla islevini kaybettigi goriilen gen pS53°tiir. p53 proteinini kodlayan bu gen
s6zkonusu kanserlerde mutasyona ugramis durumdadir. Bu mutasyonlar sonucunda
p53 islevini kaybeder. Hasarli DNA’ya yanit olarak G;’de duraksamay1 engeller ve
hasarli DNA replike olarak onarilmadan yavru hiicrelere geger. Hasarli Dna’larin
kalitimi, mutasyon sikliginda artisa ve genel bir genom kararsizligina neden olur, bu
da kanser gelisimine katkida bulunur. Buna gore hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinin
cok hiicreli organizmalarin hayatinda ne kadar kritik bir oneme sahip oldugu

anlagilir.

Programlanmis hiicre 6limii apoptoz olarak bilinen ve farkli morfolojik
degisikliklerle karakterize edilen aktif bir siirectir. Apoptoz sirasinda kromozomal
DNA genellikle niikleozomlar arasindan olmak {izere kesilerek pargalara ayrilir.
Kromatin yogunlasir ve ¢ekirdek kiiciik parcalara boliiniir. Sonrasinda hiicre biiziiliir
ve zarla cevrilmis parcalara ayrilir. Bu pargalara apoptotik cisimcikler denir.
S6zkonusu apoptotik hiicreler ve hiicre pargalart hem makrofajlar hem de komsu
hiicreler tarafindan kolayca taninir ve fagosite edilir. Buna gore apoptoz ile dlen

hiicreler dokular tarafindan etkin bir sekilde yok edilmis olur .

Kaspazlar programlanmis hiicre 6liimiiniin en sondaki efektoriidiir ve 100

kadar farkli hedef proteini keserek apoptoza neden olurlar. Kaspazlarin ana hedefleri
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arasinda bir Dnaz inhibitorii yer alir ve aktiflestiklerinde niikleer DNA’nin
par¢alanmasindan sorumludurlar. Memeliler Bcl-2 ailesi olarak adlandirlan bir
protein ailesini kodlar. Bcl-2’nin kendisi de dahil olmak {izere Bcl-2 ailesinin bazi
tiyeleri kaspaz aktivasyonu ve programlanmis hiicre 6liimii inhibitorleri olarak gorev
yaparlar. Bcl-2 ilk kez lenfomalarda tanimlanan bir onkogendir. Bcl-2, hiicreyi
6lime gotiiren durumlarda apoptozu engelleyerek hiicre sag kalimini destekler. Bel-
2’nin onkogen olarak etkisi, programli hiicre Oliimiiniin kanser gelisimi agisindan

Onemini gosteren ilk bulgudur .

pS53 geninin iiriinii hem hiicre dongiisiiniin ilerlemesini hem de apoptozu
diizenlediginden p53’iin kaybi, hiicre hasarina bagli duraklamay: ortadan kaldirarak
mutasyon sikliginin artmasina ve hiicre genomunda kararsizliga neden olur. Bu tiir
genetik kararsizlik, kanser hiicrelerinin ortak 6zelligidir. p53°iin apoptoz tizerindeki
etkisi, Bcl-2 ailesinin, hiicre 6liimiinii baslatan tiyelerinden birini aktiflestirmesidir.
Normal memeli hiicrelerinde onarilamayan DNA hasar1 apoptozu baslatir. Bu olay
kanserlesme olasilig1 yiiksek, hiicre i¢in zararli mutasyonlar tagiyan hiicreleri ortadan
kaldirdigindan organizma i¢in denmli avantajlar saglar. p53’ten yoksun hiicreler,
DNA hasarina yol agan radyasyon veya kanser tedavisinde kullanilan ilaglar gibi
ajanlarin  etkisiyle apoptoza girmez. DNA hasarina ragmen apoptozun
gerceklesmemesi , tiimorlerin kemoterapiye direng gostermesine neden olur. p53’iin
kayb1 buna ek olarak biiyiime faktorii eksikligi ya da oksijen yoklugu gibi baska
uyaranlara bagli olarak gerceklesen apoptozu da engeller. p53’°iin hiicre sag kalimi
tizerindeki bu etkisi, insan tiimorlerinde p53 mutasyonlarinin ¢ok sik gozlenmesini

aciklar (Cooper & Hausman , 2006).

Pekg¢ok in vivo ve in vitro ¢alisma ile Nigella sativa tohumlarinin ve aktif
bilesenlerinin anti-tiimor etkileri gosterilmistir. Nigella sativa tohumlarimin ugucu
yaginin etkileri, insanlarda goriilen farkli kanserler iizerinde arastirilmis ve yagin
bazilarina karsi sitotoksik etki gosterdigi bulunmustur (Islam ve ark., 2004). Buna
ornek olarak; MCF-7 go6giis kanseri hiicrelerinin Nigella sativa’nin sulu ve alkollii
ekstraktlarinin tek basina veya H»O; ile birlikte muamele edilmesiyle , s6z konusu
hiicre biliylimesinin durdugu gosterilmistir (Swamy & Tan, 2000). Buna gore Nigella
sativa’nin, tek basina veya oksidatif stres ile birlikte, etkili bir anti-kanser ajan

oldugu sonucuna varilir. Nigella sativa yaginin anti-tiimor mekanizlar1 iizerine
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caligmalar yapilmistir. Buna gore, Nigella sativa ekstraktlari, derisime bagiml
olarak, metastaz: tetikleyen faktorleri inhibe eder. Bunlar; tip 4 kolajenaz,
metalloproteinaz, serinproteinaz inhibitérleri (Medenica ve ark., 1997); anjiojenik
protein-fibroblastik biiyiime faktorii (Swamy ve Tan, 2000); doku tipi plazminojen
aktivatdri, iirokinaz tipi plazminojen aktivatorii ve plazminojen aktivatdr inhibitorii
tip 1 (Awad, 2005). Timoér hiicrelerinin bu faktorleri meydana getirerek
metastazlarin siirdiirdiikleri diistiniiliirse, Nigella sativa yaginin anti-timor etkileri,
bolgesel timdr invasyonu ve metastazin in vivo inhibisyonu araciligiyla anti-

anjiojenij etkiler lizerinden ortaya ¢ikiyor olmalidir.

Nigella sativa’nin ham ekstraktinin  anti-timor  etkilerinin  yaninda,
timokinon, ditimokinon ve diger aktif bilesenlerinin de sitotoksik etkileri vardir. Etil
asetat kolon kromatografik fraksiyon 5 (CC-5)’ten ekstrakte edilen Nigella sativa
aktif bileseni veya ahedrin, farkli kanser hiicre gruplarina karsi anti-timor etkisi
gosterilmistir. Ahedrin, hepatoseliiler karsinom, losemik hiicre, Lewis akciger
karsinomuna kars1 segicidir (Swamy & Tan, 2000). Timokinon ve ditimokinon farkli
kanser hiicre gruplarina kars: esit sitotoksik etki gdsterir. S6z konusu kanser hiicre
gruplar1, pankreatik adenokarsinom, insan rahim sarkomasi ve insan losemik
hiicreleridir (Salomi ve ark., 1992; Worthen ve ark., 1998). Timokinon ve
ditimokinon, bu hiicrelerin biiylimesini, hiicre dongiisii G1 fazinda iken apoptozu
tetikleyerek durdurur. Hiicre biiylimesinin durdurulmasi ise p53’tin gen ekspresyonu
ile protein ekspresyonunun arttirilmast ve anti-apoptotik Bcl-2 proteininin inhibe
edilmesi ile saglanir (Gali-Muhtasib ve ark., 2004). Bu demektir ki, timokinonun
anti-neoplastik etkisi, p53’¢ bagimli ve Bcl-2 proteini ile modiile edilen pro-

apoptotik etkiler araciligiyla gerceklesir.

Nigella sativa yaginin ve aktif bilesenlerinin in vitro anti-timoér etkileri,
farkli tiimor modelleri iizerinde yapilan in vivo caligmalarla teyit edilmistir. Salomi
tarafindan 1992 yilinda yapilan in vitro sitotoksik ¢alismada Nigella sativa’nin ham
metanol ektraktinin Ehrlich Assit Karsinomu (EAK), Dalton lenfoma (DLA-assit) ve
Sarkoma-180 hiicreleri (S-180 hiicreleri) lizerinde yaklasik %50 oraninda sitotoksik
etki yaptigi gosterilmistir. Yine Salomi’nin 1991 tarihli ¢alismasinda Nigella sativa
yaginin topikal uygulanmasinin farelerde kroton yagi ile indiiklenmis deri kanserinin

baglama ve artmasmin inhibe oldugu gosterilmistir. Nigella sativa yagi timor
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boyutunu kiigiiltmekte, karaciger metastazini engellemekte, P815 mastositoma tiimor
tastyan farelerin 6limiinii geciktirmektedir (Ait Mbarek ve ark., 2007). El-Kadi ve
arkadaglar1 tarafindan 1989 yilinda yapilan ¢alismada, saglikli goniilliilerde Nigella
sativa yagi ile 4 haftalik muamelenin T helper hiicrelerin T supresor (baskilayici)
hiicrelere oranin1 ve dogal katil hiicrelerin (Natural Killer-NK) fonksiyonunu

arttirdigl gézlenmistir.

Nigella sativa’nin NK hiicreler iizerindeki etkisi 1991°de Matzinger
tarafindan tanimlanan JAM testi ile arastirilmistir. Test icin YAC-1 tiimor hiicreleri
kor soliisyon ve dort farkli dozda (1 , 10 , 50 ve 100 g/mL) sulu Nigella sativa
ekstrakti ile efektdr hiicreler (NK) varliginda kiiltiire alinmistir. Efektor hiicreler
hedef hiicrelere efektor:hedef orani 200:1 , 100:1 ve 50:1 olmak tizere li¢ farkli
oranda uygulanmistir. Negatif kontrol olarak YAC-1 tiimér hiicreleri efektor NK
hiicrelerini icermeyen sulu Nigella sativa ekstrakti ile muamele edilmistir. Kor
soliisyonda NK hiicrelerinin E:H oran1 200:1 oldugunda YAC-1 tiimoér hiicrelerinde
%S5 oraninda sitotoksik etki gosterdigi goriilmiistiir. Nigella sativa’nin dozu arttikga
sitotoksik etkisinin de arttigt goriilmektedir  sulu ektrakti  YAC-1 tlimor
hiicrelerindeki NK sitotoksik aktivitesini belirgin bir sekilde arttirmaktadir. Sekil
2.3.6.1.’de E:H oran1 200:1 oldugunda kore karsi, artan Nigella sativa dozlarina gore
sitotoksik etki yiizdeleri degerlendirilmistir. Ozellikle dikkat edilmelidir ki Nigella
sativa’nin sulu ekstraktinin YAC-1 timor hiicreleri tizerine direk sitotoksik etkisi
bulunmamaktadir. Nigella sativa, dogrudan bir sitotoksik etki yerine NK aktivitesini
arttirma yetisi sayesinde YAC-1 timor hiicrelerini oliiminii tetiklemektedir

(Majdalawieh ve ark., 2010).
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Sekil 2.3.6.1. Nigella sativa’nin sulu ekstraktinin YAC-1 lenfoma hiicreleri

tizerindeki doza bagimli sitotoksik etkisinin efektdr:hedef oran1 200:1°de  gosterimi.

2.3.7. Hematolojik Etkiler

Pekg¢ok dogal iiriiniin hematolojik etkileri ortaya cikarilmigtir. Enomoto ve
arkadaglar1 tarafindan 2000 yilinda yapilan ¢aligmada Nigella sativa’nin trombosit
agregasyonu, kanin koagiilasyonu ve fibrinoliz aktiviteleri {izerine etkileri

arastirilmastir.

Trombositler 2 — 4 um c¢apinda, ¢ekirdeksiz, disk bigiminde hiicre
parcaciklaridir ve kanin pihtilagmasini saglamak ve kan damarlarindaki ¢atlaklarin
onarilmasina yardimci olarak kan kaybina engel olurlar (Junqueira & Carneiro ,
2006). Hemostaz, biitiinligli bozulmus bir damardan kanamanin kendiliginden
durmasina verilen isimdir. Hemostaz, birincil ve ikincil olmak tizere iki proseste
gerceklesir. U¢ asamada gerceklesen birincil hemostazin ilk asamasinda fibrin
¢oziinmeyen bir bag olusturacak sekilde kiimelesirek yaralanan damar bolgesinde
kanama durdurulur. ikinci asamada trombositler hasarli damar bolgesine yapisarak

tikag¢ olusturur. Son agamada ise hasarli damarin vazokonstriksiyonu ile kanin damar
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dismna akis1 yavaslatilir. Ikincil hemostaz ise yaklasik yirmi plazma proteininin

katildig1 koagiilasyon prosesidir.

Bag dokusunun en Onemli proteinlerinden biri olan kollajen endotelin
biitlinliigiinde bir bozulma oldugunda a¢iga ¢ikacaktir. Kan dolasgiminda von
Willebrand faktorler denilen glikoproteinler bulunmaktadir ve endotel biitliinliigiinde
bahsi gecen bozulma meydana geldiginde von Willebrand faktorleri bir yandan
kollajene diger yandan da trombositlerin glikoprotein Ib/IX/V reseptorleri aracilig
ile trombositlere baglanir. Bu proses sayesinde trombositlerin bir yandan adhezyonu
saglanirken diger yandan aktive olurlar. Aktif trombositler yapilarinda bulunan aktin
ve miyozin ile hasarli bolgede igne seklinde ¢ikintilar olusturup bolgeyi kaplarken
glikoprotein Iib/Illa reseptorii yapisal degisiklige ugrar ve kan dolagimindaki
fibrinojene karst yiiksek affinite kazanir. Trombositler fibrinojen araciligiyla
birbirlerine baglanir ve agrege olurlar. Trombosit agregasyonu trombositlerden ADP
ve tromboksan A, salmimiyla otokatalitik olarak gergeklesir. Onceden bahsedildigi
gibi bu islem primer hemostaz olarak tanimlanir. Kii¢iik hasarlarda bu islem
yeterlidir fakat kanamanin biiylik oldugu durumlarda sekonder hemostazin yani
pihtilagsma faktorlerinin de devreye girmesi gerekecektir. Pihtilasma sisteminin
aktiflesmesi ve stirmesi fosfolipid bir yiizeye gereksinim gosterir. Bu fosfolipid
ylizey trombositler tarafindan saglandigindan dolay1 trombositler hemostaz ve

trombozda kilit oneme sahiptir (Yenerel , 2009; Giirdol & Ademoglu , 2006).

Fibrinojen, ikiser cift o , B ve y zincirlerinden olusan polipeptidlerin N
terminallerinden disiilfit baglariyla birbirine baglanmasindan olusan bir proteindir.
oo’ ve ppt altbirimlerinin N-terminalleri ayni yiiktedir ve birbirlerini iterler. Bu itme
kuvveti fibrinojenin agregasyonunu Onler. Fibrinojenin fibrin olmasini saglayan
trombin dolagimda protrombin halinde bulunur ve protrombinin N-terminal
bolgesinde bulunan on y-karboksiglutamat kalintilarina Ca*™ baglanir. Pthtilasmanin
erken doneminde aktif faktor X-aktif faktor V ve protrombinden bir protrombinaz
kompleksi olusur. Protrombine baglanan Ca"" iki proteinin membran yiizeylerine ve
yaralanma bdlgesine baglanmasini kolaylastirir. Protrombinaz kompleksi iki
proteolitik ayrilmayla protrombinin aktiflenmesini saglar. Protrombin aktiflendikten
sonra ayrilmalar gergeklesir ve trombin meydana gelir. Trombin, fibrinojeni bir arada

tutan baglar1 agarak fibrin molekiillerinin yumusgak piht1 halinde agrege olmasina yol
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acar. Olusan yumusak piht1 aktif faktor III'lin kataliziyle olusan kovalent ¢apraz
baglarla stabilize edilerek gii¢lendirilir. Transglutaminizdaz olan aktif faktor III
fibrinin ¢agpraz baglanmasini ve sert pihti olusumunu gerceklestirir (Giirdol &

Ademoglu, 2006).

Plazmin doku plazminojen aktivatorii etkisiyle plazminojenden olusan bir
proteindir. Plazmin tarafindan hemostatik tikagtaki fibrinin bir seri reaksiyonla
eritilerek uzaklastirilir. Bu proses fibrinoliz adini alir ve plazminojenin aktiflenmesi,
plazminin inaktive edilmesi ve fibrin sindirimi olmak iizere ii¢ asamada

gerceklestirilir (Giirdol & Ademoglu , 2006).

Enomoto ve arkadaslart (2000), oncelikle Nigella sativa yagimi
¢Oziiniirlestirmek icin n-hekzan ve metanol ile muamele etmisler, tavsan kani
kullanarak Nigella sativa yaginin trombosit agregasyonu ile koagiilasyon tizerindeki
inhibisyon etkilerini ve fibrin tabaka yontemiyle de fibrinolizi arastirmiglardir.
Arasidonik asit ve adenozin difosfat (ADP) bu ¢aligmada trombosit agregasyonunu
indiikleyici ajanlar olarak kullanilmistir. Bu ¢alisma ile Nigella sativa yaginin kan
pihtilagmas: iizerinde yiiksek inhibisyon etkisi oldugu tespit edilmistir. Sonrasinda
Nigella sativa yaginin metanolde ¢oziinen kisminin kan pihtilasmast ve trombosit
agregasyonu iizerindeki inhibisyon etkisinin diger kisimlarina gore daha yiiksek
oldugu anlasilmistir. Nigella sativa yaginin metanolde ¢dziinen kismu silika jel kolon
kromatografisi ile I’den X’e kadar on fraksiyona ayrilmistir. Her fraksiyon tekrar
tetkik edilmis ve III ile IV numarali fraksiyonlarin arasidonik asit indiiklii trombosit
agregasyonunda yiiksek inhibisyon aktivitesi gosterdigi tespit edilmistir. II ve IX
numarali fraksiyonlar ise kan pihtilagsmasinin inhibisyonunda giiclii etki gostermistir.
Bunlarin yanisira tiim fraksiyonlar diistik de olsa fibrinolizi ilerletici ve ADP indiiklii

trombosit agregasyonunu inhibe edici etki gostermistir.

Enomoto ve arkadaslar1 (2000) ¢alismalarinin devaminda III ve IV numaral
fraksiyonlari1 kolon kromatografisi ve yliksek performans sivi kromotografisi (HPLC)
ile saflastirmistir ve elde ettikleri bilesikleri tanimlamislardir. Bu ¢alisma sonunda
aragidonik asit indiiklii trombosit agregasyonu iizerinde inhibisyon etkisi gosteren
biri yeni , diger ikisi ise onceden bilinen {i¢ bilesik izole etmislerdir. Elde ettikleri

yeni bilesigi kiitle spektroskopi ile analizlediklerinde 2-(2-metoksipropil)-5metil-1,4-
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benzenediol olarak tanimlamiglardir. Diger iki bilesigin ise timol ve karvakrol
olduklarini tespit etmiglerdir. Sonrasinda elde edilen ii¢ bilesigin hidroksil gruplar
asetillenmis ve sozkonusu asetillenmis bilesiklerle aralarinda ,6nceki kisimlarda
sikca sz ettigimiz, timokinonun da bulundugu bes analog bilesigin arasidonik asit
indiiklii trombosit agregasyonu iizerine etkisi arastirilmistir. Bunun sonucunda,
aromatik hidroksil gruplari bulunan sd6zkonusu ii¢ bilesigin ve onlarin asetillenmis
formlarinin trombosizin ¢aresi olarak kabul edilen aspirinden 30 kat daha fazla

inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edilmistir.

2.3.8. immiinomodiilator Etkiler

Bagisiklik, patojen bulagmis molekiiler paternleri tantyabilen dogal bagisiklik
ve spesifik antijenleri taniyabilen kazanilmig bagisiklik olmak iizere iki g¢eside
ayrilabilir (Medzhitov & Janeway, 2000). Dogal bagisiklik, makrofajlar, dogal katil
hiicreler (natural killers) , graniilositler gibi spesifik olmayan hiicreleri kapsarken
kazanilmig bagisiklik, antijen spefisifik antikor salgilayan B hiicreleri aracili salgisal
bagisiklign ve CD4" (helper) CD8" (sitolitik) T hiicreleri aracil1 hiicresel bagisiklig
kapsamaktadir (Lucey ve ark., 1996). CD4" T helper hiicreler immiin cevabin
diizenlenmesinden sorumluyken CD8" T hiicreleri enfeksiyon veya kanser igeren
bolgelere litik etki gosteren oOldiirlicii hiicrelerdir. T hiicrelerinin bu iki tiirii
enfeksiyonlarin giderilmesi ve kanserin kontrol altina alinmasinda kritik 6neme sahip

hucrelerdir.

Yakin zamanlarda yapilan calismalarla Nigella sativa’nin immiin yanit
tizerine etkileri oldugu saptanmistir. Dort hafta boyunca Nigella sativa ile muamele
edilen deneklerin biiyiik bir ¢ogunlugunda CD4 ve CD8 T hiicreleri oraninin %55
kadar, dogal katil hiicrelerin ise %30 kadar arttigit Haq ve arkadaslarinin 1995 ve
1999 caligmalarinda gosterilmistir. Haq ve arkadaglar1 tarafindan yapilan s6z konusu
calismalarda Nigella sativa tohumlarinin ve tim protein igeriklerinin
immiinomodiilator 6zellikleri in vitro arastirilmistir. Tiim Nigella sativa tohumlarinin

ve ¢Oziinlir fraksiyonlarmin, farkli mitojenlere kars1 insan periferik kam
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mononiiklear hiicrelerinin yanit1 {izerine etkileri tetkik edilmis ve bilesenlerin T
hiicre miitojenleri olan fitohemogglutinin (PHA) veya Konkanavalin-A (Con A)’ya
kars1 insan periferal kan mononiiklear hiicre yanitinda belirgin bir tetikleyici etki
gbzlenmemistir. Buna karsin, Nigella sativa bilesenlerinin bir araya toplanmis
allojenik hiicrelere karst mononiiklear hiicre cevabii tetikledigi bulunmustur.
Dahasi, karisik lenfosit kiiltiirlerinde Nigella sativa’nin saflastirilmig dort farkl
proteininin tetikleyici etki goOstermistir. T hiicrelerinin proliferasyonu {iizerinde
tetikleyici etki gosteren Nigella sativa yaginin B hiicreleri iizerinde tetikleyici etkiye
sahip olmadigt Swamy ve Tan tarafindan 2000 yilinda yapilan c¢aligmada
vurgulanmaktadir. Bu bulgulara gore Nigella sativa yaginin ana bilesenleri T hiicre
aracili hiicresel bagisiklig: tetikleyici etki gdsterirken diger bilesenleri B hiicre aracili
humoral bagisiklig1 baskilamaktadir. Bulgular degerlendirildiginde Nigella sativa’nin
hiicresel bagisikligr tetikleyici etkisinin immiin yanitin dogasina bagli oldugu

sonucuna varilabilir (Salem, 2005).

In vitro ¢alismalar1 destekler nitelikte in vivo ¢alismalarda da Nigella sativa
yagmin T hiicre bagisiklig iizerine olan tetikleyici etkileri gdzlenmistir. Abuharfeil
ve arkadaslar1 (2001) Nigella sativa tohumlarinin sulu ekstraklariin dalak menseili
dogal katil hiicre sayisini iki kat kadar arttirdigin1 ve bu dogal katil hiicrelerin YAC-1
timor hedeflerine karsi sitotoksisitelerinin normal kontrol dogal katil hiicrelerin
sitotoksisitelerine nazaran daha fazla oldugunu tespit etmislerdir. Buna ek olarak
Farahr ve arkadaglarmin 2004’teki ¢aligmalari Nigella sativa yagmin oral yolla
aliminin makrofaj ve dogal katil hiicre sayisin arttirarak bagisikliga destek oldugunu
gostermektedir. Farahr ve arkadaslar1 streptozotosin (STZ) indiikli diyabetik
farelerin bir kismma 6 hafta boyunca oral yolla Nigella sativa vermisler, kontrol
grubuna vermemisler ve 6 hafta sonunda Nigella sativa verilmemis diyabetik
farelerle soz konusu farelerin periferik kanlarindaki makrofaj, lenfosit ve dogal katil
hiicre sayilarina bakmiglardir. Nigella sativa, T hiicre fonksiyonunun yasa bagl
olarak azalmasi iizerinde de iyilestirici etki gostermektedir. Nigella sativa’nin
gidalarla tiikketimi yaglilarda diyetle alinan lipidlerin toplam miktari ve tipini
degistirerek immiin yanit1 arttirmaktadir (Hummel , 1993). Nigella sativa yagi , n-6
PUFA a-linoleik asit (18:3n-6) ve n-3 PUFA a-linoleik asit (18:3n-3) ve stearidonik
asit (18:4n-3) yag asitleri bakimindan zengindir (Laakso &Voutilainen, 1996).
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Nigella sativa tohumlarinin yag asidi kompozisyonu giinliik diyetle alinmasi 6nerilen
n-3 ve n-6 yag asitlerini kapsamaktadir (Yehuda & Carasso, 1993). Wu ve
arkadaslar1 (1999) yaptiklari ¢alismada Nigella sativa yagini diyetleriyle alan saglikli
yaslh kigilerin immiin cevabinin gelistigini ve bu durumun T hiicreleri aktivasyonuyla
baglantili faktorlerdeki degisiklikler aracilifiyla gerceklestigini  bulmuslardir.
Gecikmis tip asirt duyarlilik (hipersensitivite) deri testleri, hiicre aracili immiin
fonksiyonun tespitinde genis kullanima sahiptir ve gecikmis tip asirt duyarliligin
azalmasi, mobidite ve mortalitedeki artigla baglantilidir. Christou ve arkadaslarinin
1989 tarihli ¢aligmalarina gore Nigella sativa yagi, on ilaveli olgtimler veya plasebo
grubu ile kiyaslandiginda gecikmis tip asir1 duyarlilik testi uygulanmasindan 24 saat
sonra spesifik antijenlere yanit olarak endiirasyon capini belirgin bir sekilde

arttirmaktadir.

T hiicre aracili immiin yanit {izerindeki arttirici etkilerinin yanisira Nigella
sativa bilesenlerinin B hiicre aracili bagisiklik iizerine azaltici etkisi oldugunu
gosteren in vitro caligsmalardan daha Once bahsedilmisti. Islam ve arkadaslarinin
2004 tarihli ¢alismalar in vivo ortamda da bahsi gegen hipotezi destekler niteliktedir.
S6z konusu ¢alismada Nigella sativa’nin ugucu yaginin, tifoid TH antijeni asilanmig
sicanlardaki antijen spesifik yanitlari lizerine etkileri arastirilmistir. Kontrol grubu ile
kiyaslandiginda, Nigella sativa yagi verilen si¢anlarin tifoid agilamaya yanit olarak
antikor iiretimlerinin yaklasik iki kat azaldigi gériilmiistiir. In vivo ve in vitro
caligmalar gostermektedir ki Nigella sativa bilesenleri hiicresel bagisiklig tetikler ve
arttirirken humoral bagisikligi baskilamaktadir. Ileride yapilacak calismalarla bu
hipotez dogrulanmali ve her iki etkiye sebep olan Nigella sativa bilesenleri
tanimlanmalidir. Buna bagli olarak Nigella sativa’nin immiinomodiilatér etkileri
hastaliga aracilik eden immiin yanitin dogast gbéz Oniinde bulundurularak
Olciilmelidir. Ciinkii prostaglandinler (PGE) , 16kotrien B4 (LTB4) ve oksidatif stres
medyatorleri , lenfosit proliferasyonunu diistiricii etki gosterir (Shapiro ve ark.,
1993; Meydani ve ark., 1990). Bununla beraber Nigella sativa yagi bu medyatdrlerin
tiretimini azaltmaktadir ve tiim bunlar Nigella sativa yaginin hiicre aracili bagisiklig
arttirici etkilerinin kismen de olsa anti inflamatuvar etkileri ile baglantili oldugunu

akla getirmektedir (Salem , 2005).
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Sitokinlerin  nitelikleri ve nicelikleri bagislikligin  baglatilmas:  ve
sonlandirilmasinda kritik oneme sahiptir. CD4 T helper hiicreler aktive olduktan
sonra ya IL-2, IL-12, IFN-g ve TNF-a salgilayan TH1-tip hiicrelere veya IL-4,IL-5,
IL-10 ve IL-13 salgilayan TH2-tip hiicrelere farklilasirlar. TH1 ve TH2 sitokinleri
arasindaki denge inflamatuar yanitin hiicresel veya humoral yanita kars1 yoneliminde
kritiktir. TH1/TH2 oranina etkileyecek herhangi bir faktér yanitin sonucunu da
etkileyecektir (Lucey ve ark., 1996). Nigella sativa sulu ekstraktinin makrofajlar
tizerindeki immiinomodiilator etkileri 2010 yilinda Majdalawieh ve arkadaglari
tarafindan yapilan caligmada arastirilmistir. BALB/c farelerinin makrofajlar1 kor
soliisyonda, LPS’de, IFNy’da, LPS ve IFNy’nin kombinasyonunda ve Nigella sativa
sulu ekstraktinin LPS ve/ya IFNy varliginda dort farkli dozunda (1 , 10, 50 , 100
pg/mL) kiiltire alimmustir. Kiiltiire alinmig makrofajlarin NaNO, {iretimleri Griess
testi le Ol¢iilmiistiir. Calisma sonunda makrofajlarin kor soliisyonla, LPS ile, IFNy ile
ve LPS-IFNy kombinasyonu ile muamele edilmiklerine sirasiyla 6 , 9 , 40 ve 100 M
NaNO; iirettikleri bulunmustur. Sadece IFNy ile muamele edilen makrofajlarla
kiyaslandiginda Nigella sativa sulu ekstraktinin doza bagimli NO iretimi
inhibisyonunu tetikledigi dikkati ¢cekmektedir ki 50 pg/mL ve 100 pg/mL’deki s6z
konusu inhibisyonun istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur (sirasiyla
P=0.012 ve P=0.002). Bunun yanisira arastiricilar Nigella sativa sulu ekstraktinin
hem LPS hem de IFNy varligindaki NO iiretimini de istatistiksel anlamli olarak

belirgin bir sekilde inhibe ettigi bulgularina ulasmislardir (Bkz. Sekil 2.3.8.1.) .
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Sekil 2.3.8.1. Nigella sativa sulu ekstaktinin makrofajlarin NO iiretimi tizerindeki

doza bagimli inhibisyon etkisi.
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Haq ve arkadaslar1 (1995) Nigella sativa tohumu proteinlerinin sitokin
tiretimi iizerine etkilerini arastirdiklarinda , s6z konusu proteinlerin allojenik
hiicrelerin varliginda da yoklugunda da lenfosit kiiltiirlerindeki IL-3 ve IL-1 iiretimi
arttirdigini tespit etmislerdir. Buna karsin ayni kosullar altinda kiiltiire alindiklarinda,
Nigella sativa tohumlarinin veya herhangi ¢oziiniir fraksiyonlarmnin IL-2 ve IL-4
iretimi lizerine higbir etkisi tespit edilmemistir. Haq ve arkadaslarinin 1999 tarihli
caligmalarinda aktiflenmemis veya mitojenle aktiflenmis periferik kan mononiiklear
hiicreleri tarafindan TNF-a iiretimi tizerine Nigella sativa ve fraksiyonlanmig
proteinlerinin tetikleyici etkisinden bahsedilmistir. Nigella sativa’nin sitokin tiretimi
tizerine etkisinin tohumun dogasima ve igeriginin miktarina bagh oldugu gibi

sitokinlerin dogasina da bagli oldugu agiktir.

Majdalawich ve arkadaslart (2010) Nigella sativa’nin TH1 ve TH2
tizerindeki immiinomodiilator etkilerini arastirmiglardir. Buna gore arastiricilar
spelositlerden IL4 ve IL10 (TH2 sitokinler) ve IFNy (THI sitokin) sekresyonlarini
kor soliisyon, LPS varligi, ConA varligi ve ConA varliginda ve yoklugunda Nigella
sativa sulu ekstraktinin dort farkli dozunda (1 , 10 , 50 ve 100 pg/mL)
Olgmiislerdir.Calisma sonucunda Nigella sativa sulu ekstraktinin diisiikk dozlarinin
belirgin bir etkisi saptanmazken TH2 sitokinler {izerinde Nigella sativa’nin 50
ug/mL ve 100 pug/mL dozlarinda istatistiksel anlamli artis gozlenmistir. Diger
yandan ConA bulunmayan ortamda splenositlerde TH1 sekresyonu olmadig: dikkat
¢ekerken ConA bulunan ortamda Nigella sativa sulu ekstraktinin artan dozlarinda
istatistiksel anlamli diisiis sagladigr gorilmiistiir (Bkz. Sekil 2.3.8.2.). Buna gore
Nigella sativa sulu ekstrakti doza bagimli olarak 1L4 ve IL10 (TH2 sitokinler)
sitokinlerinin salimimini stimiile ederken IFNy’nin (THI1 sitokin) sekresyonunu
inhibe etmektedir. Bulgulara bagl olarak Nigella sativa’nin immiin cevanim

TH1/TH2 dengesini diizenleyebildigi sonucuna varilabilir.
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Sekil 2.3.8.2. Nigella sativa sulu ekstraktinin splenositlerden 1L4 ve IL10

(TH2 sitokinler) ve IFNy (THI1 sitokin) salinimi lizerine doza bagimli etkisi.

Fonksiyonel immiin yanit dogal ve kazanilmis bagisiklik arasidaki etkilesime
bagimhidir. Bagisikligin bu iki kolu arasindaki baglantiy1r saglayan aracilar ise
dentritik hiicrelerdir. Dentritik hiicreler antijenlerin T hiicrelerine yonlendirilmesi ve
sunulmasina en etkili elemanlar olduklar1 ve patojenik T hiicre popiilasyonlarmin
aktivasyon ve/ya regiilasyonunda kritik rol oynadiklar1 Manfredi ve arkadaslarinin
2005 tarihli ¢aligmalarinda vurgulanmistir. Olgunlasmamis dentritik hiicreler efektor
T hiicre cevaplarmin aktivasyonunu baskilayan diizenleyici T hiicrelerin gelisimini
tesvik ederken olgun dentritik hiicreler , IL-12 ve TNF-a’lar {izerinden, efektor T
hiicrelerin gelisimini tesvik etmektedir (Akbari & Umetsu , 2005). Pekgok anti
inflamatuar ilag etkilerini dentritik hiicre fonksiyonlarinin modiilasyonu {izerinen
gosterir.  Estradiol hormonu dogal bir antiinflamatuardir ve ilag olarak

kullanilmaktadir. Salem ve arkadaslar1 2000 ve 2004 yillarinda yaptiklar
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calismalarda dogal estradiolun T hiicre aracili bagisiklik tizerindeki anti-inflamatuar
etkilerini gozlemlemislerdir. Buna gore estradioliin T hiicre aracilt bagisiklik
tizerindeki anti-inflamatuar etkileri estradiol ile muamele edilen farelerde dentritik
hiicrelerin antijene hassas T hiicrelerinin optimal proliferasyonunu arttirmakta
yetersiz kaligina baglidir. EAE merkezi sinir sistemini etkileyen bir hastalik olan
beyin inflamasyonunun hayvan modelidir. EAE genel olarak T hiicre aracili
otoimmiin  hastaliklarin ~ bir  prototipidir. 5-aminoimidazol-4karboksimid
riboniikleozid, yeni gelistirilmis sentetik bir anti-inflamatuar ilagtir. S6z konusu ilag
deneysel otoimmiin ensefalomiyolit inflamasyon modeli iizerindeki etki etmekte ve
bu etki dentritik hiicreler ile T hiicreleri ¢apraz konusumunun direk inhibisyonu

aracilig1 ile ger¢eklesmektedir (Nath ve ark., 2005).

Dentritik hiicrelerin fonksiyonel durumunun modiilasyonu immiin yanitin
nitelik ve niceligini etkiler. Nigella sativa’nin anti-inflamatuar etkilerine aracilik
eden potansiyel mekanizma dentritik hiicrelerin fonksiyonlarinin modiilasyonudur.
Nigella sativa ve iiriinlerinin dentritik hiicrelerin fenotipleri, sitokin tiretmeleri ve
fonksiyonlar1 iizerine olan etkileri hem in vitro hem de in vivo calismalarla
aydinlatilmalidir. Nigella sativa’nin  immunomodiilatér etkilerinin daha iyi
anlagilmast daha etkin immiinoterapdtik uygulamalarin - yolunu agacagindan

onemlidir (Salem , 2005).

2.4. Nigella sativa’nin Potansiyel Toksisitesi

Nigella sativa tohumlarmin ham yagi ve ekstraktlar1 ile etken maddesi
Timokinonun bilinen terapotik etkileri buraya kadar anlatilmistir. Bunlarla beraber
tipta kullanilan bitkilerin toksisitesi, insanlara yonelik terapétik uygulamalarinin
kabuliinde kritik Oneme sahiptir.  Literatiirde Nigella sativa tohumlari ve
bilesenlerinin olas1 toksik etkileri {izerine yapilmis pek fazla calismaya
rastlanmamaktadir. 1991°de Tennekoon ve arkadaslar1 Nigella sativa tohumlarinin
sulu ekstraktin1 14 giin boyunca erkek Sprague Dawley siganlarina oral yolla
uygulamig ve anahtar hepatik enzimlerin diizeylerindeki degisimi ve histopatolojik
degisimleri Olgererek tohumlarin olasi toksik etkilerini arastirmiglardir. Gamma

glutamil transferaz (GGT) peptidlerden ve diger bilesiklerden y-glutamil grubunu
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transfer eden bir enzimdir. GGT, kas hiicreleri hari¢ tiim hiicrelerde ve serumda
bulunmaktadir ve serumdaki temel kaynagi hepatobilier sistemdir. GGT, alkol ve
ilaglarin  karaciger iizerindeki toksik etkilerinin ortaya konmasinda oldukg¢a
onemlidir. Alanin aminotransferaz (ALT — SGPT) , ketoasitlerle aminoasitlerin
birbirine donisiimiinii  katalizleyen transaminazlardan biridir. S6z konusu
reaksiyonda alanin amino asitinin amino grubu a-ketoglutarat keto asidine transfer
edilir. Boylelikle amino asit olan alanin keto asit olan piriivata, keto asit olan o-
ketoglutarat ise amino asit olan glutamata doniisiir.Normalde serumda ALT
konsantrasyonu oldukga diisiiktiir. Karaciger iizerindeki toksik etkiler ALT’nin
serumdaki konsantrayonunu arttirir (Mehmetoglu , 2007).Tennekoon ve arkadaslari
(1991) gozle goriilir patolojik degisiklik olmaksizin Nigella sativa ekstraktiyla
muamele sonrasi sicanlarin serum GGT ve ALT konsantrasyonlarinda belirgin artis

oldugunu tespit etmislerdir.

Teste tabi tutulan bir popiilasyondaki bireylerin yarisint belirli bir siirede
oldiiren toksik madde dozuna LD50 (Lethal Dose %50) denir. Zaoui ve arkadaslari
(2002) yaptiklar1 ¢aligmada Nigella sativa’nin olasi toksik etkilerini, deneysel fare
grubunun LD50 degerlerini saptayarak ve biyokimyasal, hematolojik ve
histopatolojik degisimlerini inceleyerek tespit etmeye ¢alismislardir. Farelerin akut
toksisite icin LD50 degerleri tek dozda ve oral yolla alimda 28.8 mL/kg viicut
agirhigl, yine tek dozda ve intraperitoneal uygulamada 2.06 mL/kg viicut agirlig
olarak saptanmistir. Kronik toksisite i¢in siganlar 12 hafta boyunca gilinliik olarak
oral yolla Nigella sativa ekstraktina tabi tutulmus ve LD50 degerlerinin 2mL/kg
viicut agirligi oldugu bulunmustur. Nigella sativa yagi ile 12 haftalik muamele
sonunda anahtar hepatik enzimlerin diizeylerinde degisim ve herhangi histopatolojik
modifikasyon gozlenmemistir. Buna karsin serum kolesterol, trigliserid ve glukoz
diizeyleri ile lokosit ve trombosit sayisininda kontrol gruplariyla kiyaslandiginda
belirgin bir diislis, hematokrit ve hemoglobin diizeylerinde ise belirgin bir artis
oldugu goriilmistiir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda Nigella sativa ile muamele

edilen farelerin kilo aliminin da yavasladig gézlenmistir.

Nigella sativa’nin toksik olmayan etkileriyle uyumlu olarak, Salim &
Fukushima (2003) Fischer 344 sicanlarin1 14 hafta boyunca Nigella sativa ham yagi

ile muamele etmis ve karaciger, bobrek, dalak ve diger herhangi bir organda, kan
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veya idrar biyokimyasal parametrelerinde ve kilo alimda herhangi bir patolojik
degisiklik tespit etmemislerdir. Tiim bu c¢alismalar g6z 6niinde bulunduruldugunda
yiikksek LD50 degerleri, hepatik enzimlerin stabilitesi, organ biitiinligii Nigella
sativa’nin toksik olmadigina isaret etmektedir ve Nigella sativa’nin sabit yaginin
terapotik dozlart genis bir marjinde giivenilirdir. Bununla beraber Nigella sativa
yagmin hemoglobin metabolizmasin1 degistirdigi ve lokosit ile trombosit sayisini
diistirdligii gbz ardi edilmemelidir. Ayrica, LD50’nin intraperitoneal uygulanimda
oral uygulamaya oranla yaklasik 20 kat kiiglik oldugu hatirlanirsa Nigella sativa’nin
uygulanis yolu toksisitesini etkiledigi goriiliir ve bu durum oral aliminin sistemik
alima gore daha giivenilir olduguna isaret eder. Hemoglobin metabolizmasindaki
degisim ve 10kosit ile trombosit sayilarindaki diisme Nigella sativa’nin
bilesenlerinden birinin etkisiyle olmalidir. Nigella sativa’nin anti-inflamatuar
etkilerinden sorumlu en 6nemli bileseninin timokinon olmasi s6z konusu hematolojik
etkilere sebep olan bilesenin olasilikla timokinon oldugunu diistindiirmektedir.
Timokinonun 4 , 8, 12.5 , 25 ve 50 mg/kg olmak iizere farkli dozlarda intraperitoneal
uygulanmas1  biyokimyasal = parametrelerin ~ CCls-indiikli  degisikliklerini
etkilememektedir fakat daha yiiksek dozlar1 Sliimciildiir ki timokinonun LD50’si
2001 tarihli Mansour ve arkadaslarinin ¢alismasinda 90.3 mg/kg olarak verilmistir.
Timokinon, sadece CCl,’ten 6nce 12.5 mg/kg dozunda enjekte edildiginde etkindir.
Bu ¢alisma sonucunda timokinonun belirgin bir dozunun (6rnegin, 12.5 mg/kg,
intraperitoneal) anti-oksidan olarak 6nemli rol oynadigi ve kimyasal yolla indiiklenen
hepatik hasara kars1 etkin bir koruyucu ajan olarak davrandigi tespit edilmistir. Buna
karsin timokinonun daha yiiksek dozlar1 hepatik hasara yol acacak oksidatif stresi
arttiracaktir. ileride yapilacak calimalarla Nigella sativa yagmin, ekstraktlarmin ve
hatta aktif bilesenlerinin olasi toksik etkilerinin {izerinde daha fazla durulmalidir.
Farkli hayvan tiirleri lizerinde, farkli dozlar, farkli uygulama yollar1 ve uygulama

stireleri ile yeni ¢aligmalar yapilmalidir (Salem , 2005).
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