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ON SOz

Bu yiiksek lisans tezinde, ratlarda karbon tetrakloriir ile akciger hasar1 olusturulmus
ve ratlara ¢orek otu bitki ekstrakti verilerek bu bitkinin ratlar lizerinde deneysel olarak
etkileri incelenmistir.
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Dr. Tuncay KULOGLU ve calisma ekibine; bu ¢alismaya maddi destek saglayan Firat
Universitesi Bilimsel Arastirmalar Koordinasyon Birimi’ne (FUBAP, F.F. 13.18);
calismamizin deney hayvanlar1 asamasini yiiriittiigiimiiz FUDAM 1n degerli calisanlarina;
calismalar srrasinda yardimlarindan dolayr Ars.Gér. Muhammed Ismail CAN’a ve Firat
Universitesi Biyoloji Boliimii’ndeki degerli hocalarima tesekkiir ediyorum. Ayrica egitim
hayatim boyunca her zaman bana destek olan ve bu giinlere gelmemde en biiyiik pay sahibi
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OZET

Corek otu (Nigella sativa L.) akciger lizerinde etkili olan bitkilerden biri olup
yiizyillardir tedavi amagli olarak kullanilmaktadir. Bu tez ¢alismasinda, karbon tetrakloriir
(CCly) ile ratlarda olusturulan akciger hasarmna karsi, ¢érek otunun, koruyucu bir roliiniin
olup olmadigr arastirilmistir. 28 adet erkek Wistar albino (n=28, 8 haftalik) rat
kullanilmugtir. Ratlar, 4 gruba ayrilmis ve her grupta 7 rat yer almistir. Gruplar: (i) Negatif
Kontrol (NK): Normal su tiiketen, CCls ve ¢orek otu verilmeyen grup; (i) Pozitif Kontrol
(PK): Normal su tiiketen, CCly verilmeyen fakat ¢orek otu verilen grup; (iii) CCly Grubu:
Normal su tiikketen ve CCly verilen grup (1,5 ml/kg canli agirhigs, ip); CCly + ¢6rek otu
Grubu (CCls +CO): CCly ve ¢orek otu verilen grup (1,5 ml/kg canli agirhigs, ip). Kaspaz-3,
kaspaz-9, erk, akt protein sentezlerine western blotlama ile bakilmistir. Akciger
dokusundaki apoptozis diizeyi TUNEL metodu incelemeleriyle; DNA fragmantasyonu ise
agaroz jel elektroforeziyle tespit edilmistir. Plazma ve Akciger dokusunda MDA tayini
spektrofotometre ile yapilmistir. Sonug olarak, CCly + CO grubunda CCly grubuna gore;
MDA miktar1 azalmig; kaspaz-3, kaspaz-9 sentezi artmus, erk ve akt proteinlerinin
ekspresyon diizeyi azalmistir. CCl; + CO grubunda, CCI4 grubuna gére apoptotic indeks
(TUNEL sonuglar1) diismiis ve normal degerlere yaklasmistir. Bu sonuglar da
gostermektedir ki ¢Oorek otu bitkisi ratlarda akcigeri, hasara karsi korumaktadir ve bu

bulgular, insanlar iizerinde yapilacak olan ¢aligsmalara da yol gosterici olabilecektir.

Anahtar kelimeler: ¢orek otu, akciger, DNA hasari, apoptosis, kaspaz-3, kaspaz-9,
erk, akt.



SUMMARY

THE EFFECT OF BLACK CUMIN (Nigella sativa L.) ON THE CASPASE-3,
CASPASE-9, ERK, AKT PROTEIN EXPRESSION AND DNA DAMAGE IN RATS
WITH CARBON TETRACHLORIDE (CCl,)-INDUCED LUNG DAMAGE

Black cumin (Nigella sativa L.) is one of the plants that are effective on the lung,
are used for treatment for centuries. The aim of this study was to examine whether Black
cumin (Nigella sativa L.) plays a protective role against the damage in the lung by
administering carbontetrachloride (CCl,) to rats. 28 male Wistar albino (n=28, 8 weeks
old) rats have been used in the study. Groups were divided into four, and 7 rats involved in
each group. The groups were: (i) Negative Control (NC): Normal water consuming group
to which no CCl, and Black cumin (BC) is administered; (ii) Positive Control (PC):
Normal water consuming group to which no CCl, is administered but BC is administered;
(iii) CCly Group: Normal water consuming and group to which CCl, is administered (1.5
ml/kg live weight, ip); (iv) CCl,s + BC group: CCl, and BC administered group (1.5 ml/kg
live weight, ip). Caspase -3, caspase -9, erk, akt protein syntheses were examined via
western blotting. Tissue apoptotic index was examined via TUNEL method. The DNA
fragmentation was detected by agarose gel electrophoresis. MDA (malondialdehyde)
determination in plasma and lung tissue was made using spectrophotometer. As Results;
MDA amount has decreased, caspase-3, caspase-9 has increased and erk, akt has decreased
in the CCls + BC group in comparison to CCl, group whereas it was observed in the
CCl4+BC group that the apoptotic index (TUNEL results) decreases in comparison with
the CCI4 group thus approaching normal values. These results show that BC plant protects
the rat lung against damage and these findings, may be guiding in researchers which

conducted on humans.

Key Words: Black cumin, lung, DNA damage, apoptosis, caspase-3, caspase-9,
erk, akt.
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1. GIRIS

Glinlimiizde deney hayvanlari ile yapilan bir¢ok klinik ¢alisma, serbest radikallerin
hiicreler tizerindeki birgok toksik etkisini ve antioksidan sistemlerin bu toksik etkiler
iizerindeki iyilestirici etkilerini gozler Oniine sermistir. Serbest radikaller, nitrik oksit,
hidroksil, siiperoksit ve lipit peroksit gibi kimyasal yapilara sahiptirler. (Li vd., 2011;
Waisundara ve Hoon 2014; Al-Saeedi ve Hossain, 2015). Serbest radikaller ve zararli
kimyasal maddeler, hiicrelerin DNA, protein, enzimler, lipitler, karbohidratlar ve baska
molekiil gruplariyla reaksiyona girerek onlarin metabolizmalarini etkilemektedirler.
Viicutta tiim sistemler diizenli ¢alistiginda diisiik seviyede ortaya c¢ikan bu etkiler,
antioksidan maddeler ve bazi temizleyici enzimlerle etkisiz kilinabilmektedir (Omata vd.,
2010; Kumar vd., 2013). Deney hayvanlar1 ile yapilan ¢alismalarda, dokularda hasar
olusturmak igin etkili modellerden biri olan karbon tetrakloriir (CCly), oksidatif stresi
indiikleyen ve dokularda hasara yol acan zehirli bir kimyasaldir. Yapilan cesitli
arastirmalar CCly’lin, akciger, kalp, bobrek, beyin, karaciger gibi bir¢ok dokuda ve kanda
serbest radikal iiretimine neden oldugunu gostermistir (Vuda vd., 2012; Aslan ve Can,
2014). Cabuk buharlasma 6zelligi olan, saydam, yanici olmayan ve yogun bir sivi olan
CCly’tin giiglii bir stabilitesi vardir. Bu madde, dogal olarak bulunabildigi gibi bir¢ok
kimyasal reaksiyonun sonucu olarak da ortaya ¢ikabilir (Stehbens, 2003).

Eski caglardan beri, tibbi bitkiler olarak bilinen bazi bitkiler bir¢ok hastaligin
tedavisinde yaygm olarak kullanilmaktadir. Gegtigimiz yiizyilda biyoloji biliminde
yasanan gelismelerle beraber, bitkilerde yer alan antioksidan maddeler ve bunlarin ayrintili
kimyasal igerikleri de Ogrenilmeye baslaninca insanlar bircok bitkiden tedavi amach
yararlanmaya baslamistir. Corek otu da bu bitkilerden biri olup ylizyillardir tedavi amagh
olarak kullanilmaktadir (Beheshti vd., 2015; Darakhshan vd., 2015) ve son yillarda yapilan
deneysel caligmalar dikkate alindiginda 6zellikle akciger lizerindeki koruyucu etkileri de

dikkat ¢ekicidir.
1.1. Akcigerin Histolojik ve Fizyolojik Ozellikleri
Stingerimsi yapist ve nemli epiteli ile solunum yiizeyi olarak islev géren memeli

akcigerleri, gogiis boslugunda yer almaktadwr. Memelilerin ¢ogunda akciger, gaz

degisiminin oldugu cok sayida alveolden (hava kesecigi) meydana gelmistir. Bu sayede,



solunum ylizeyi artirilir ve viicutta ¢ok az yer kaplar. Sol ve sag akciger olmak iizere iki
akciger olup sag akciger li¢ bolmeli, sol akciger ise iki bolmeli bir yapiya sahiptir. Alt
kisminda hemen kalbin bulunmasindan dolay1 sol akciger sag akcigere gore daha kiigiiktiir.
Her bir akcigerdeki alveol sayis1 yaklagik 300 milyon kadardir ve her birinin ¢ap1 0.25 mm
kadardir. Bundan dolay, akcigerlerde yaklasik 70-100 m?’lik bir yiizey olusur (Campbell
ve Reece, 2006; Aktiimsek, 2007).

o2
Sag akciger wm—] i3 R qT V7 """ Sol akciger

Sekil 1. Akciger (URL-1, 2015).
1.2. Karbon Tetrakloriir (CCly)’iin Genel Ozellikleri ve Etki Mekanizmasi

Karbon tetrakloriir, viicutta ciddi diizeyde toksik etkiler olusturabilen ve deneysel
olarak hasar olusturmada sik¢a kullanilan kimyasallardan biridir (Vuda vd., 2012; Vatakuti
vd., 2015). Solunum, yutma ya da dermal absorbsiyonla kolayca viicuda alinabilir ve
gastrointestinal kanaldan olduk¢a hizli emilebilir. insanlarda CCly’{in nemli bir kismi yag
dokusuna yerlesir. Ardindan, buradan ayrilip akcigerlere dogru hareket eder. Metabolize
olan CCly’iin yaklagik % 4’1 nefesle disar1 verilir, diger kismi ise protein ve hiicre igi
molekiillerle etkilesime girer. Yapilan bazi arastirmalarda, bu maddenin fazla solunmasinin
kanser riskini artirdig1 gosterilmistir (Tanriverdi, 2005; Al-Dbass vd., 2012; Aslan ve Can
2014; Can, 2014). Karbon tetrakloriir, ¢abuk buharlasma 6zelligi olan, saydam, yogun,
yanici olmayan bir sividir. Bu maddenin giiclii bir stabilitesi vardwr. Dogal olarak
bulunabildigi gibi bir¢ok kimyasal reaksiyonun sonucu olarak da ortaya ¢ikabilmektedir.
(Stehbens, 2003). Diizgiin tetraedron molekiil yapist olup merkezinde karbon atomu

bulunur. Apolar yapidadir. Suda ¢6ziinmez; ancak alkol gibi apolar ¢oziiciilerde ¢oziiniir.



CCly, katalizor varliginda karbon siilfiiriin kuru klor gaziyla isitilmasindan elde edilir. Bu
madde, sanayi ¢oziiciisli ve yag giderici baska bazi maddelerin elde edilmesinde ara madde
olarak kullanilmaktadir. Iyi bir kimyasal ¢dziiciidiir. Yangm sondiiriiciilerin énemli bir
bilesenidir. Ayrica, tahillarin buharlanmasinda ve bocek 6ldiiriicii olarak ziraat alaninda da
kullanilmaktadir (Can, 2014; URL-2). CCl4, lipit peroksidasyonu meydana getirerek
oksidatif hasarlara sebep olmaktadir. CCl, olusturdugu bu serbest radikallerle lipit
peroksidasyonunu indiikler ve lipit peroksidasyonunun belirlenmesinde ayra¢ olarak
kullanilan MDA seviyelerinde artisa yol acar, bunlardan bagka mast hiicrelerinde hasara
sebep olur (Lin vd., 2008; Al-Dbass vd., 2012; Can, 2014). Lipit peroksidasyonu ardindan
lipit bozulmasma bagli olarak endoplazmik retikulumun foksiyonu ve yapisi
bozulmaktadir. ER sismeye baslar ve ribozomlar GER’den ayrilmaya baglar. Lipoporotein
yapimimi gergeklestiremeyen hiicrelerde lipit birikimi s6z konusu olur. Mitokondriler de
hasar goriir ve plazma gecirgenligi artarak hiicreler siser. Sonunda da hiicre Gliimii

gerceklesir (Tanriverdi, 2005).

1.3. Apoptozis

Eski Yunan dilinde sonbaharda sararmis yapraklarin dokiilmesi manasinda
kullanilan apoptozis, organizma tarafindan diizenlenen enerji bagimli, programh hiicre
Olimii demektir. Bu siire¢, doku homeostazinin korunmasinda 6nemli bir role sahiptir.
Ayrica fetal gelisim ve erigkin dokulardaki bir¢ok fizyolojik olayda da rolii vardir.
Embriyogenezis, menstrilasyonda endometrial hiicrelerin yikimi, timusun (tiroit bezinin
altinda bulunan bez) gelisimi swrasinda otoreaktif (fazla duyarli) T hiicrelerinin yok
edilmesi bunlardan birkagidir (Yiiksel vd., 2009). Fizyolojik bir islem olan apoptozis,
normal gelisim esnasinda ve olgun organizmadaki ¢esitli hiicre tiplerinin tahribati sirasinda
0zel hiicrelerin kaybindan sorumludur (Thompson, 1994; Hugle ve Fulda, 2015).
Apoptozis oranmin az olmasi durumunda hiicre sayis1 artarken, bilakis, apoptozis orani
arttiginda hiicre sayis1 azalir ve istenmeyen doku tahribati olusmus olur (Thompson, 1994;
Altunkaynak ve Ozbek, 2008; Can, 2014).
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Sekil 2. Apoptozis gegiren bir hiicre (URL-3, 2015)

APOPTOZIS
hiicrede apoptozis Kabarcik olusumu
baslangict =
- 2 ¢ \
/f- . r m
RC S e
—
i gekirdek
kabarcik

¢ gekirdek ve
~ stoplazmanin apoptotik
cisimciklere aynlmast
fagositoz

Sekil 3. Bir hiicredeki apoptozis asamalari (URL-4, 2015).

Bir hiicre, 6lmek i¢in uygun bir sinyal aldigi zaman, hiicresel proteinlerin ve
DNA’nin pargalanmasina ve sonugta hiicrenin 6lmesine sebep olan, birbirini izleyen

protein aktivasyon olay: gerceklesir. Olen hiicrelerden gelen sinyaller, 6lii hiicrelerden



artakalan artiklar1 yutup sindirmek i¢in komsu hiicrelere bilgi verir ve boylelikle
embriyonun zararl enzimlerden ve metabolitlerden arinmis olarak kalmasi saglanmis olur
(Campbell ve Reece, 2006). Hiicre tipine gore yasam siiresi degismektedir. Ancak travma
ve kaza neticesinde meydana gelen nekrozis haricinde olusan tiim hiicre 6liimleri apoptozis
ile gergeklesmektedir. Programlanmig hiicre 6liimii, dengelenmis hiicre ¢ogalmasi ve
dokulardaki hiicre sayisinn sabit tutulmasmdan sorumludur. Ornegin, insanlarda 5x10™
civarinda kan hiicresi her giin programlanmis hiicre 6liimii vasitasiyla kandan elimine
edilmektedir. Apoptozis, 6zellikle doku homeostasisi ve istenmeyen etkilere karsi doku
biitiinliigiiniin gerceklestirilmesinde 6nemlidir (Liileyap, 2008; Aslan, 2011; Hugle ve
Fulda, 2015).

Sekil 4. Apoptozise ugrayan bir hiicrenin 6lim asamalar1 (URL-5, 2015).
1.3.1. Apoptotik Markerlar (Kaspaz-3, Kaspaz-9, Erk, Akt)

Programli hiicre 6liimii olarak bilinen ve fizyolojik bir islem olan apoptozis, doku
homeostazinin korunmasinda énemli bir role sahiptir. Apoptozis, normal gelisim sirasinda
ve olgun organizmada bazi hiicre ¢esitlerinin tahribati esnasinda 6zel hiicrelerin kaybindan
sorumludur. Apoptozis orant az oldugunda hiicre sayis1 artarken, apoptozis orani arttiginda
ise hiicre sayist azalir ve istenmeyen bir doku tahribat1 s6z konusu olur. Meydana gelen

apoptozis orant ise ¢esitli yontemler kullanilarak tespit edilebilmektedir (Thompson, 1994;



Altunkaynak ve Ozbek, 2008; Hugle ve Fulda, 2015). Organizmada DNA hasar1 meydana
geldigi zaman, hasarin s6z konusu oldugu hiicre, apoptozise ydnlendirilerek ortadan
kaldirilmaktadir. Boylelikle, DNA’larinda zararli mutasyonlara sahip olan hiicrelerin
kanserlesme ihtimali ortadan kalkmis olur (Tuzcu vd., 2012). Mekanizmasi son yillarda
yeni metotlarla daha da aydinlatilan apoptozis ve apoptozis genetigi ile ilgili bir¢ok giincel
caligma yapilmaktadir. Bunun sebepleri arasinda, bir¢ok toksik ilacin hiicre dliimiinii bu
sekilde gerceklestirmesi ve bu esnada onkoproteinler ve tiimdr supresér genlerinin beraber
calismasi sayilabilir. Apoptozis mekanizmasinda kaspaz-3, kaspaz-9, erk ve akt proteinleri
onemli bir yere sahiptir (Korsmeyer, 1999; Aslan ve Can, 2014; Hugle ve Fulda, 2015;
Kim vd., 2015). Molekiiler biyolojide, hiicre dis1 sinyal diizenleyici kinazlar (Erk’lar) ya da
klasik Map kinazlar (mitojen protein kinaz), farklilasmis hiicrelerde mayoz, mitoz ve mitoz
sonrast fonksiyonlarin diizenlenmesini kapsayan fonksiyonlarla ilgisi olan, biiyiik dl¢iide
hiicre i¢1 sinyal protein kinazlar1 olan molekiillerdir. Biiyiime faktorleri, sitokinler, viriis
enfeksiyonu, c¢ift reseptorlii heterotrimerik G proteini, doniistiiriicli ajanlar ve
karsinojenleri (kanser yapicilar) igeren bir¢cok farkli uyarici Erk yolunu aktive eder
(Nishioka vd., 2006; Geng vd., 2015; Comer vd., 2015).

“Hiicre dis1 sinyal diizenleyici kinazlar” terimi bazen aktif mitojen protein Kinaz
(Mapk) ile es anlamli kullanilir; ancak son zamanlarda daha ¢ok memeli Mapk ailesinin
Ozel bir alt kiimesi i¢in benimsenmistir. Mapk/Erk yolunda, aktif mitojen protein kinaz
(Mkk, Mek ya da Map2k) tarafindan takip edilen Ras, c-Raf’1 aktive eder ve daha sonra
Mapk1/2’y1 aktif yapar. Erk aktivitesi, poli (ADP-riboz) ve polimeraz (PARP) ayrilmasi,
DNA kondensasyonu veya fragmentasyonu gibi bazi apoptotik olaylarla iligkilidir (Cagnol
ve Chambard, 2009). Ras, tirozin kinazlarin reseptorii ve Grb2/Sos yoluyla biiyiime
hormonlar1 tarafindan siklikla aktive edilir; ayrica diger sinyalleri de alabilir. Erk’larin
Erkl ve bazi akis yoniindeki protein kinazlar gibi birgok transkripsiyon faktorlerini aktive
ettigi bilinmektedir. Erk yolunun bozulmasi, dzellikle Ras, c-Raf ve Her2 gibi reseptorlerin
kanserlerinde yaygindir (Lu ve Xu, 2006; Seomun ve Joo, 2008; Comer vd., 2015). Ayni
zamanda Protein Kinaz B (Pkb) olarak bilinen Akt, glukoz metabolizmasi, apoptozis, hiicre
cogalmasi, transkripsiyon ve hiicre gocii gibi coklu hiicresel siireclerde anahtar rol
oynamaktadir (Schmitz vd., 2008; Comer vd., 2015; Kim vd., 2015). Aktl, apoptotik
stireclerle inhibe edilmekle hiicresel hayatta kalmay1 kapsar. Aktl, ayn1 zamanda protein
sentez yolunu indiikleyebilir ve boylece ¢izgili kas hipertrofisine (asir1 biiylimesi) ve genel

kas geligmesine yol acan hiicresel yolda anahtar bir sinyal proteinidir. Aktl’in tam



delesyonuyla modellenen farelerde biiyiime gecikmesi ortaya ¢ikmig ve testisler ve timus
gibi dokularda dogal apoptozis artmustir. Apoptozisi engelleyebildigi ve bdylece hiicre
hayatta kalimmi destekledigi i¢cin Aktl birgok kanser ¢esidinde biiyiik bir faktér olarak
tanmimlanmistir. Aktl orijinal olarak retroviriis Akt8’e doniistiiriiciide onkogen olarak
belirlenmistir (Schmitz vd., 2008; inci vd., 2009; Goziiacik vd, 2011; Geng vd., 2015; Ma
vd., 2015). Akt2, insiilin sinyal yolunda 6nemli bir proteindir. Glukoz tasmmasini
indiiklemede gereklidir. Aktl yoniinden eksik ancak Akt2 yoniinden normal bir farede
glukoz homeostasisi normaldir; fakat gelismede Aktl’in olagan roliiyle incelenen
hayvanlarin daha kiiciik oldugu goriilmiistiir. Tersine, Akt2’si olmayan ancak Aktl’1
normal olan bir fare, hafif gelisme eksikligine sahiptir ve diyabetik bir fenotip (insiilin
direnci) sergiler. Akt3’iin rolii, beyinde ¢ogunlukla ifade edilmesi bilinmesine ragmen,
daha az belirgindir. Akt3 eksikligi olan farelerde daha kiiclik beyin oldugu rapor edilmistir
(Schmitz vd., 2008; Seomun ve Joo, 2008).

Kaspazlar, normal sartlarda sitoplazmada inaktif proenzimler olarak bulunmaktadir.
Ancak proteolitik parcalanmanin ardindan aktif hale gelirler ve kaspaz aktivasyonu baslar.
[Ik etapta kaspazlar mitokondride membran hasar1 olustururlar ve buna bagl olarak zar
degisimleri, hiicre iskeleti ve ¢ekirdek degisimine sebep olan hasarlar meydana gelir. Ayni
zamanda sitokrom C’nin prokaspaz zimojenlerini de aktif hale getirmektedir (Altunkaynak
ve Ozbek, 2008; Feng vd., 2011; Aslan ve Can, 2014; Accorsi vd., 2015). Hiicrede
sitozolde lokalize olan kaspazlar, baglatic1 ve efektdr kaspazlar olarak ikiye ayrilirlar ve
sistein proteazlar olarak da adlandirilmaktadirlar. Apoptoziste, 06zellikle aspartat
kalintilarindan olan peptitleri yikima ugratmaktadirlar ve temel fonksiyonlari ise DNA
polimeraz enzim aktivitesini engelleyerek hiicrenin apoptozise ugrayip yok olmasini
saglamaktir (Aslan, 2011). Mitokondri, normal kosullarda ATP olusturmak icin sitokrom c
ihtiva eder. Mitokondrial stres sartlarinda serbest duruma gelen sitokrom c, apoptotik hiicre
Oliimiinde kaspaz-3 aktivasyonu i¢in 6nemli bir rol {istlenmektedir. Bu yolda, kontrolii
mitokondri tarafindan yapilan apoptotik proteaz aktive edici faktor 1 (apaf-1) ve kaspaz-9
bulunmaktadir. Kofaktor niikleotit trifosfat ile aktive edilen sitokrom c ve apaf-1 birleserek
prokaspaz-9’u aktiflestirir. Aktif hale gelen kaspaz-9 ise kaspaz-3’ii aktive ederek diger
kaspaz kaskadinin tetiklenmesini saglar (Yilmaz, 2005; Kuwahata vd., 2012).



1.4. Corek otu ve Antioksidan Ozellikleri

Yiizyillardan beri bir¢cok hastaligin tedavisinde bazi bitkilerden yararlanilmaktadir.
Biyoloji biliminde yasanan gelismelere paralel olarak bir¢ok bitkinin kimyasal icerigi ve
koruyucu etkileri aydinlatilmis ve tibbi bitkiler adi altinda bir¢ok bitki smiflandirilarak
tedavi amacli kullanilmaya baslanmistir. Corek otu da bu bitkilerden biridir ve ¢ok eski
zamanlardan beri tyilestirici 0zelliklerinden yararlanilmaya devam etmektedir. Hiicre ve
doku hasarlarmi 6nlemedeki fonksiyonlarindan dolayi, antioksidan 6zellige sahip bitkilerle
son yillarda birgok g¢alisma yapilmaktadir. Corek otu bitki ekstrakti da bronkodilator,
antitimor gibi tedavi edici Ozelliklere sahiptir ve serbest radikal tutucu fonksiyonuyla
giiclii bir antioksidan etkiye sahiptir (Harzallah, 2011). Ahmad vd., trake ve solunum
yolundaki iyilestirici Ozelliklerinden dolayr Nigella sativa’yr solunumu kolaylastirict
akciger koruyucu mucizevi bir bitki olarak tanimlamislardir (Ahmad vd., 2013). Son
yillarda yapilan deneysel ¢caligmalar dikkate alindiginda, ¢érek otunun ozellikle akciger
iizerindeki koruyucu etkilerinin dikkate deger oldugu diisiiniilmektedir. Ranunculaceae
(dugiingigegigiller) familyasinin Nigella sativa tiiriine ait bitkilerin kapsiil iginde olusan
tohumu olan ¢orek otu, diinyanin bircok bolgesinde yaklasik 2000 yildan beri tibbi bitki
olarak kullanilmaktadir. Son yillarda yapilan ¢alismalar, c¢orek otu ekstraktinin
antibakteriyel, antidiyabetik, bronkodilator, antitiimoral, antiastmatik gibi birgok iyilestirici
etkisinin oldugunu gostermistir (Agel ve Shaheen, 1996; Sahin vd., 2003; Heshmati vd.,
2015; Beheshti vd., 2015; Darakhshan vd., 2015). Corek otu etken maddesi timokinon,
tohumun ugucu yaginda bulunmaktadir. Corek otu tohumlarmin iceriginde % 0,38 ile %
0,49 ugucu yag bulunmaktadir (Tiirker ve Bayrak, 1997; Harzallah, 2011). Ayn1 zamanda,
corek otunun etken maddesi olan timokinonun izole edilmis rat hepatositlerinde oksidatif
hasara kars1 koruyucu bir etkiye sahip oldugu gésterilmistir Insan viicudunda birgok hayati
fonksiyonu bulunan akcigerde meydana gelebilecek hasarlarin, insan hayatin1 ne kadar
olumsuz etkileyebilecegi goz Oniine alindiginda, ¢orek otu gibi akciger koruyucu bir
bitkinin ne kadar onemli oldugu daha iyi anlasilimaktadir (Daba ve Rahman, 1998;
Heshmati vd., 2015; Beheshti vd., 2015; Darakhshan vd., 2015).



Sekil 5. Corek otu tohumu (URL-6, 2015).

Sekil 6. Corek otu tohumu tanesi (URL-7, 2015).

Sekil 7. Corek otu bitkisi (URL-8, 2015).



Sekil 8. Cérek otu bitkisi (URL-9, 2015).
1.5. Lipit Peroksidasyonu

Hiicrede serbest radikal hasar1 igin Onemli bdlge olan hiicre membraninda
kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglar1 serbest radikallerle kolayca etkileserek
peroksidasyon iiriinlerini agiga ¢ikarmaktadir. Lipit peroksidasyonu, membranlarda yer
alan PUFA (poliansatiire yag asitleri)’nin, serbest oksijen radikalleri tarafindan alkoller,
peroksitler, aldehitler gibi ¢esitli iirlinlere yikilmasi reaksiyonudur. Lipit hidroperoksitleri
yikildig1 zaman bir¢ogu biyolojik agidan aktif aldehit meydana gelmektedir. Bu bilesikler
ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler ya da ilk bastaki etki alanlarindan diffiize olarak
hiicrenin diger kisimlarina zarar1 yayarak doku hasarmma ve birgok hastaliga sebep
olmaktadirlar.  Lipit peroksidasyonunun en Onemli ve son drini MDA
(malondialdehit)’dir. Olusan MDA, hiicre zarlarindan iyon ahigverisine etki gdstererek
zardaki bilesiklerin ¢apraz baglanmasina sebep olur, boylece iyon gecirgenligi ve enzim
aktivitesinin degisimi gibi olumsuz neticelere yol agar (Benzer ve Ozan, 2003; Lin vd.,
2008; Al-Dbass vd., 2012; Can, 2014).
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal

2.1.1. Kimyasal Maddeler ve Corek Otu

Hayvansal dokulardan DNA izolasyon kiti Qiagen (QIAamp® DNA Mini Kit, Cat.
No. 51304, ABD)'den temin edilmistir. Western blot asamasinda kullanilan primer
antkiorlar BioVision (ABD)'den; sekonder antikor ise Santa Cruz Biotechnology
(ABD)’den temin edilmistir. Deneysel ¢alismalarda kullanilan diger biitiin kimyasallar
Sigma-Aldrich (Almanya), Bio-Rad (ABD), BioShop (Kanada) ve Merck (ABD)‘ten
saglanmistir. Ratlarin giinliik icme sularmna kaynatarak katmak suretiyle, toz halindeki
¢orek otu tohumlar1 Oz Gida Organik ve Yoresel Uriinler Ltd. Sti. (Elazig)'den temin

edilmistir.

2.2. Metot

2.2.1. Hayvan Materyali ve Arastirma Gruplari

Arastirmamizin hayvan deneyleri boliimiiniin tamami, Firat Universitesi Hayvan
Deneyleri Etik Kurulu'nun 27.11.2013 toplanti tarihi, 2013/11 toplant1 sayis1 ve 129 karar
nolu izni ile F.U. Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezi’nde (FUDAM) vyiiriitiilmiistiir.
Arastirmada 28 adet erkek Wistar albino (n=28, 8 haftalik) rat kullanilmistir ve ratlar,
glinliik 12 saat aydinlik; 12 saat karanlik olacak sekilde bir aydinlatma periyoduna tabi
tutulmustur. Ratlar canli agirliklar1 birbirine yakin olacak sekilde 4 gruba ayrilmigtir.
Gruplar: (i) Negatif Kontrol: Normal su tiiketen, CCl4 ve ¢orek otu verilmeyen grup; (ii)
Pozitif Kontrol: Normal su tiiketen, CCly verilmeyen fakat ¢orek otu verilen grup; (iii)
CCl, Grubu: Normal su tiiketen ve CCly verilen grup (1,5 ml/kg CA, ip); CCly + ¢orek otu
Grubu: CCl, ve ¢orek otu verilen grup (1,5 ml/kg CA, ip). Corek otu kaynagi olarak
kaynatilmis ¢orek otu tohumlarmin ekstresi hayvanlarin igme suyuna katidmistir (%

10w/v). Canli agirliklar ¢alisma boyunca haftada 3 kez olmak iizere kaydedilmistir.



Tablo 1. Arastirma Gruplar1 (n=7)

Gruplar Uygulama Deneme
Siiresi

Negatif Kontrol Normal su tiiketen, CCls ve ¢orek otu | 4 hafta
verilmeyen grup

Pozitif Kontrol CCly verilmeyen fakat ¢orek otu (% 10) | 4 hafta
verilen grup

CCl4 Grubu Normal su tiikketen ve CCly (1,5 ml/kg CA) | 4 hafta
verilen grup

CCly ve ¢orek otu verilen | CCly (1,5 ml/kg CA) ve ¢orek otu (% 10) | 4 hafta

grup verilen grup

Ratlarin normal su tiikettigi bir haftalik alisma doneminden sonra, Onceden
belirtildigi gibi agirlik ortalamalar1 esit olacak sekilde segilip gruplara ayrilmistir. Yem ve
su, ¢aligma siiresince ad libitum olarak verilmistir. Calisma stiresince 2 giinliik su tiikketimi
belirlenmistir. Calisma bitiminde ratlar dekapite edilerek akciger dokular1 ve kan serumlar1

almmis ve analizler yapilincaya kadar -80°C’de muhafaza edilmistir.
2.2.2. CCly Uygulamasi

CCly uygulamasi, bir ay boyunca haftada iki defa olmak tizere 1,5ml/kg canl
agirliginda intraperitoneal olarak, 1:3 oraninda zeytinyagi ile birlikte enjekte edilerek
uygulama yapilmistir (Bahgecioglu vd., 2008; Shaker vd., 2010).
2.2.3. Corek Otu Ekstraktinin Hazirlanmasi

Toz haline getirilen ¢orek otu tohumlarmm su icerisinde kaynatilmasiyla

olusturulan ekstrakt, ratlarin giinliik igme sularmma % 10 oraninda ilave edilmistir. Ratlarin

su tiiketimleri diizenli periyotlarla takip edilip kaydedilmistir.
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2.2.4. Akciger Doku MDA Olciimleri

Akciger doku Ornekleri kiigiik pargalara boliinerek 0,5 gram doku basina 4,5 ml %
1,15’lik KCl olacak sekilde mekanik homojenizatdorde pargalandi. Hazirlanan bu
homojenattan MDA tayini Ohkawa vd. ne gore degistirilerek yapilmistir. Bu yontem, lipit
peroksidasyonunun aldehit tirtinlerinden biri olan MDA ve TBA (tiyobarbiitirik asit)’nin
reaksiyonu temeline dayanmaktadir. Olgiim prosediiriinde 0,1 ml doku homojenatina 0,1
ml % 8,1 sodyum dodesil siilfat (SDS), 750 ul % 20’lik (pH:3,5) asetik asit soliisyonundan
eklendi. Ardindan 750 pl % 0,8’lik (pH: 3,5) TBA soliisyonundan eklenerek son hacmi 4
ml olacak sekilde saf su eklendi. Daha sonra 95 °C sicaklikta kaynar su banyosunda 45
dakika bekletilip sogutularak 1 ml saf su ve 15:1 (v/v) oraninda 5 ml n-butanol-piridin
karisimidan eklenerek vortekslendi. 5000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra {ist
kisimdaki organik tabaka alinarak 532 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak
Olciildii. Sonuglar nmol/g olarak kaydedildi (Ohkawa, 1979; Benzer ve Ozan, 2003;
Ustiindag vd., 2005).

2.2.5. Plazma MDA Olciimleri

Plazma oOrneklerinin MDA tayini Ohkawa vd. (1979)’nin yOntemine gore
yapilmistir. Her bir gruptan 200 pl 6rnek almarak % 8,1 SDS’ten 200 pl ilave edildi. %
20’lik asetik asit’ten (pH: 3,5) 1,5 ml ve % 0,8 ‘lik (pH: 3,5) TBA’dan 1,5 ml eklenerek
son hacim 4 ml olacak sekilde distile su eklendi. Ardindan 95 °C sicaklikta kaynar su
banyosunda 1 saat bekletildi ve daha sonra sogutularak 1 ml distile su ve 15:1 (v/v)
oraninda 5 ml n-butanol-piridin karisimindan eklenip vortekslendi. 4000 rpm’de 15 dakika
santrifiij edildikten sonra {stteki organik tabaka almip 532 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak 6l¢iildii. Sonuglar nmol/ml olarak kaydedildi.

2.2.6. MDA Olgiimleri icin Standart Egri Cizimi
Giinliik standart MDA stoklarindan (1,1,3,3 tetramethoksipropan) 10 pl alinip 100
ml saf suya tamamlandi. Egri ¢izimi i¢in giinliik standarttan saf suyla 40, 20, 10, 8, 5, 4

oraninda seyreltme yapilarak 15, 30, 60, 75, 121, 151 n/mol derisiminde c¢alisma
standartlar1 hazirlandi (Antmen, 2005). Bunun ardindan, daha 6nce bahsedilen MDA
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prosediiriine gore diger islemler yapilarak sonuglar doku i¢in nmol/g; plazma i¢in nmol/ml

olarak kaydedildi ve standart egri grafigi ¢izildi.

2.2.7. Agaroz Jel Elektroforezi ile DNA Hasarmin Analizi

Apoptozis esnasinda DNA’y1 200 baz ¢iftlik pargalara ayirarak kirilmalar meydana
getiren endoniikleaz enzimi, apoptozisin 6nemli bir isareti olan merdiven goriintiisiinii
olusturmaktadir ve bu olusum DNA agaroz jel elektroforezinde (Thermo EC, mini cell, EC
320) tespit edilebilmektedir. Dokularda Qiagen DNA izolasyon kiti kullanilarak DNA
izolasyonu yapilmistir ve ardindan DNA, Tris-EDTA soliisyonunda ¢oziilerek DNA agaroz
jel elektroforezinde % 1’lik jelde analiz edilmistir (Wang vd., 2003; Aslan, 2011).
Sonrasinda DNA bantlarmin goriintiisii alinarak gruplar arasindaki benzerlik ve farkliliklar

tespit edilmistir.

2.2.7.1. Akciger Dokusundan DNA izolasyonu

Dokularda Qiagen DNA izolasyon kiti kullanilarak DNA izolasyonu su sekilde
yapilmistir (Qiagen, QlAamp® DNA Mini Kit, Cat. No. 51304):

1- 25 mg doku alinir, kii¢lik parcalara ayrilir. 1,5 ml’lik santriflij tiipiine alinir. 180
ul ATL Buffer’1 eklenir.

2- 20 pl Proteinaz-K ilave edilir, vortekslenir. 56°C’de doku eriyinceye kadar (1-
3h) inkiibe edilir (ara sira vortekslenir).

3- 200 pl AL Buffer’1 ilave edilir. 15 saniye darbeli vorteksleme yapilir. Ardindan
70°C’de 10 dakika inkiibe edilir. (Doku kaybmi énlemek icin gerekirse kisa
stireli santriflij yapilir.)

4- 200 pl etanol ilave edilip 15 saniye vortekslenir.

5- Karigim Spin Kolona aktarilir ve kapagi kapatilir. 8000 rpm’de 1 dakika
santrifiij edilir. Spin Kolon ¢ikarilir. Temiz bir Collection tiipe birakilir, digeri
atlir.

6- 500 ul AW1 Buffer’r Spin Kolona ilave edilir, kapak kapatilir. 8000 rpm’de 1
dakika santrifiij edilir. Spin Kolon alinir, Collection tiip atilir, temiz bir

Collection tiipe birakilir.
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7- Spin Kolona 500 ul AW2 Buffer’1 eklenir ve 14000 rpm’de 3 dakika santrifiij
edilir.

8- Spin Kolon 1,5 ml eppendorf tiipe birakilir. Spin Kolon igerisine 200 ul AE
Buffer’t veya distile su birakilir. Oda sicakliginda 1 dakika beklenir. 8000
rpm’de 1 dakika santrifiij edilir.

9- 8. basamak tekrarlanir.

2.2.8. Western Blotlama Calismast i¢in Doku Homojenizasyonu

Akciger doku ornekleri, kiiclik parcalara boliinerek mekanik homojenizatorde lizis
tamponu (0,5 M Tris [pH: 8], EDTA, B-Merkaptoetanol, Fenil metil siilfonil florid
[PMSF]) igerisinde pargalandi. Parcalanan doku oOrnekleri 15000 rpm’de 45 dakika
santrifiijlendi. Siipernatant alind1 ve kullanilincaya kadar -80°C’de muhafaza edildi (Aslan

ve Can 2014).

2.2.9. SDS-PAGE ve Western Blotlama Teknigi ile Proteinlerin Analizi

Bu c¢alismada primer antikorlar 1/200; sekonder antikor ise 1/2000 oraninda
seyreltilerek kullanilmistir. Lowry kiti ile protein yogunluklar1 6lglilmiis, ardindan her
kuyuya 30 pg protein yiiklenmistir. SDS-PAGE teknigiyle, dokulara ait protein drnekleri
%12’lik jelde yiritiilmiistir. Daha sonra bu proteinler (kaspaz-3, kaspaz-9, erk, akt),
western blotlama teknigi ile nitroseliiloz membrana aktarilarak sentez oranlarina bakilmis
(Laemmli, 1970) ve ardindan protein diizeyleri yogunluk belirleyici analiz sistemi ile
Olgtilmiistiir (Image J; National Institute of Health, Bethesda, USA).

2.2.9.1. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)
SDS-PAGE, BIO-RAD Mini-PROTEAN® 3 Cell jel elektroforez sistemi

kullanilarak gerceklestirilmistir. Proteinleri ayirmak icin kullanilan jel su sekilde

hazirlanmistir (Laemmli, 1970).
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Ayirma Jeli (Separating)’nin Hazirlanis1 (% 12)

dH20 3,35 ml
1,5M TrisHCI (pH: 8.8)  2,5ml
% 10 SDS 100 pl
% 30 Akrilamid/Bis 4 ml

% 10 Amonyum Persiilfat 75 pl
TEMED 15 ul

Yiikleme Jeli (Stacking)’nin Hazirlamisi (% 4)

dH.0 6,1 ml
0,5M Tris HCI (pH: 6.8) 2,5 ml
% 10 SDS 100 pl
% 30 Akrilamid/Bis 1,3 ml

% 10 Amonyum Perstilfat 60 pl

TEMED 12 ul

Hazirlanmig 6rneklerin kuyulara yiiklenmesinden 6nce, esit miktarda SDS-PAGE
SAB boyasi eklenerek 5 dakika kaynatilir. Elektroforez i¢in 1 x tank tamponu kullanilir ve
proteinlerin jeldeki hareketini izlemek i¢in kullanilan boya olan bromofenol mavisine ait
mavi bant, jelin sonuna gelinceye dek 20 mA akim uygulanir. Elektroforezin ardindan jel,
oda sicakliginda yarim saat siireyle Coomassie mavisi ile boyandiktan sonra jeldeki protein
bantlar1 goriiniir hal alincaya kadar boya uzaklastirict soliisyon ile yikanir. Fotograflari

alinan jeller, jel kurutma sistemi ile kurutularak saklanir (Laemmli, 1970).

2.2.9.2. Western Blotlama ile Protein Ekspresyon Diizeylerinin Belirlenmesi

SDS-PAGE icin 5x Tank (Yiiriitme) Tamponu (5x Running Buffer)

0,025 M Trizma Base 15 g/ml
0,192 M Gilisin 72 g/ml
%0.1 SDS 59/

dH,0 ile 1x Running buffer’a seyreltilerek ¢aligma soliisyonu hazirlandi.

SDS-PAGE icin Ornek Uygulama Tamponu (SAB: Sample Amplification
Buffer)

% 10 SDS 1 g/10 ml
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0,5 M Tris HCI (pH: 6.8) 5 ml/10 ml

% 10 Gliserol 1 ml/10 ml
% 25 2-Merkaptoetanol 0,25 mi/10 mi
% 0,05 Bromofenol Mavisi 0,005 g/10 ml
DTT 0,2 g/10 ml

dH,0 ile 10 ml’ye tamamlandi.

SDS-PAGE Sonrasi Protein Boyama Soliisyonu

% 0,1 Commassie Brillant Mavisi 0,1 g/100 mi
% 40 Metanol 40 ml/100 ml
%10 Glasiyal Asetik Asit 10 mi/100 ml

dH.0 ile 100 mI’ye tamamlandi.

SDS-PAGE Sonrasi Boya Giderici (Destaining) Soliisyon
% 5 Metanol 5 ml/100 ml

% 7 Asetik Asit 7 ml/100 ml
dH.0 ile 100 ml’ye tamamlandi.

Western Blot Transfer Tamponu 5X

Glisin 4,3 ¢/300 ml
Trizma Base 5,81 ¢/300 ml
Metanol 75 mi/300 ml

dH.0 ile 300 ml’ye tamamlandi.
PBS (Phosphate Buffered Saline) 9X

1,45 M NaCl 84,74 g/l
0,075 M Na;HPO,4.12 H20 26,8 g/l
0,025 M NaH,P04.12 H20 3,90/
PBS Tween-20

PBS 1000 ml
Tween-20 2ml
Siit Tozu

Bloklama soliisyonu olarak % 5’lik siit tozu kullanild1.
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Western Blotlama Sonrasinda Nitroseliiloz Membranda Protein Goriintiileme

Soliisyonu
1 M Tris (pH: 6,8) 1,33 ml/40 ml
3,3’-Diaminobenzidin (DAB) tablet 4 tablet
% 30 H202 40 u1/40ml

dH.0 ile 40 ml’ye tamamland:.

Western blotlama, BIO-RAD Mini-PROTEAN®3 Cell jel elektroforez sistemi
kullanilarak gergeklestirilmistir. Blotlama oncesinde SDS-PAGE ile proteinlerin jelde
ayrilmasi saglanir. Jel biiyiikligiinde olacak sekilde NitroBind transfer membrani Kesilir.
Filtre kagitlariyla beraber transfer tamponu igerisinde bekletilir. Elektroforezin ardindan jel
de transfer tamponu igerisinde bekletilir, sonrasinda western blota 6zgii kasetin kapagi
acilarak alt tarafina filtre kagidi ve onun flizerine de jel yerlestirilir. Hava kabarcigi
kalmamasina dikkat ederek nitroseliiloz membran ve tekrar bir filtre kagidi yerlestirilerek
kasetin kapagi kapatilir ve elektroforez tankina yerlestirili. Tanka buz {initesi de
yerlestirilir ve ardindan transfer tamponu doldurularak gii¢ kaynagina baglanir ve 250
mA’da 90 dakika akim verilir. Ismin diizenli dagilmasi amaciyla, blotlama manyetik
karistirici tizerinde yapilir. Blotlama sonrasinda membran, PBS Tween-20’de (PBS yikama
soliisyonu) 15 dakika yikanir. 4°C>de bir gece siit tozu icerisinde bloklama islemi yapilir.
Bloklamadan sonra 90 dakika oda isisinda bekletilir. Daha sonra 1/150-1000 oraninda
seyreltilmis primer antikor ilave edilir. Yine 90 dakika oda 1sisinda bekletilir. 15 dakika
PBS c¢aligma soliisyonu ile yikama islemi gergeklestirilir. 1/1000-2000 oraninda
seyreltilmis sekonder antikor ilave edilir. 90 dakika oda isisinda bekletilir. Yine ayni
sekilde PBS calisma soliisyonu ile 15 dakika yikanir. Yikama isleminin ardindan son
hacim 40 ml saf suyla tamamlanacak sekilde 4 tablet (20 mg) 3,3’-Diaminobenzidin (DAB,
Amresco), 1,33 ml 1M Tris (pH: 6,8), %30’luk 40 nl H202 igerisinde bantlar belirgin hale
gelinceye kadar bekletilir. Ardindan dH2O igerisine alinarak reaksiyon durdurulur. Bu

metotta Aslan ve Can (2014)’mn ¢alismasi esas alinarak bazi degisiklikler yapilmistir.
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2.2.10. Kaspaz-3, Kaspaz-9, Erk, Akt Proteinlerinin Analizi

Apoptozisin O6nemli belirteci olan bu proteinlerin dokulardaki sentez oranlar1
oldukca 6nemlidir. Bu ¢aligmada kaspaz-3, kaspaz-9, erk, akt apoptotik proteinlerinin
hasarli ve normal dokulardaki ekspresyon seviyeleri 6zel antikorlar kullanilarak SDS-

PAGE ve Western blotlama teknigi ile belirlenmistir.

2.2.11. TUNEL Metoduyla Apoptozis Diizeylerinin Belirlenmesi

Dondurulmus halde bulunan kesitler, parafin bloklar, kiiltiirii yapilmis soliisyon
halindeki ya da lameller iizerinde biiyiitiilmiis hiicrelerdeki apoptozis bu ydntemle
belirlenebilir (Yilmaz, 2005; Qiu vd., 2007). Calismamizda, akciger dokusunda DNA’da
meydana gelen hasar TUNEL metoduyla tespit edilmistir. Terminal Deoksiniikleotidil
Transferaz dUTP Centik Ug¢ Etiketleme olarak bilinen TUNEL metodu, hiicrelerde
meydana gelen apoptozis oranlarini belirlemede standart yontemlerden biridir (Tas vd.,
2012). Parafin bloklar, dondurulmus halde bulunan kesitler, kiiltiirii yapilmis soliisyon
halindeki ya da “plate”lere ekilmis veya lameller iizerinde biiyiitiilmiis hiicrelerdeki
apoptozis bu yontemle belirlenebilir (Yilmaz, 2005; Qiu vd., 2007). TUNEL metodu
sirasinda su islemler yapilmistir: Parafin bloklardan 5 pm kalinhiginda aliman kesitler
polilizinli lamlara alind1. Uretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda ApopTag Plus
Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit (Chemicon, cat no: S7101, USA) kullanilarak
apoptoza giden hiicreler belirlendi. Boyama metodu asagidaki tabloda ayrintili olarak
verilmistir (Tablo 2). Hazirlanan preparatlar arastirma mikroskobunda (Olympus BH-2)
incelenerek degerlendirildi ve fotograflandi. TUNEL boyamanin degerlendirilmesinde
metil green ile yesile boyanmis ¢ekirdekler normal, kahverengi niikleer boyanma gdsteren
hiicreler apoptotik olarak degerlendirildi. Kesitlerde 10'luk biiylitmede rastgele secilen
alanlarda, normal ve apoptotik en az 500 hiicre sayildi. Apoptotik hiicrelerin, toplam
(normal + apoptotik) hiicrelere oranlanmasi ile Apoptotik indeks (AI)’i hesaplandi. Skala
bar: 50pum.
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Tablo 2. TUNEL Boyama Prosediirii

Islem Siire
1 60°C etiiv Bir gece
2 Xylol 3X15 dakika
3 %100, %96, %80, %70 etil alkol 3'er dakika
4 PBS 5 dakika
5 Kesitlerin ¢evreleri sinirlayici kalem ile ¢izilir. ...
6 1:500 diliisyondaki Protinaz K soliisyonu 20 dakika
7 PBS 3X5 dakika
8 Endojen peroksidaz blokaji (% 3 H20,) 3 dakika
9 PBS 3X5 dakika
10  Equilibration tampon soliisyonu 10 dakika
11  Calisma soliisyonu (%70 ul Reaction Buffer + %30 TdT Enzyme ) 60 dakika
37°C’de
12 Stop/Wash Buffer ( 2ml ) +Distile su (68ml) Oda sicakliginda 10 dakika
13  Anti-Digoxigenin-Peroxidase 30 dakika
14  PBS 3X5 dakika
15  DAB Dilution Buffer + DAB Substrate 5-10dakika
16  PBS 3X5 dakika
17  Distile su 5 dakika
18  Metil green 1-5dakika
19  Distile su 5 dakika
20 %80, %96 ve %100 etil alkol 1'er dakika
21 Xylol 2X5 dakika

22  Kapatma medyumu kullanilarak lamel ile kapatma. ...

2.2.12. istatistiksel Analizler

Elde edilen tiim veriler SPSS 20 paket programinda varyans analizi ile
degerlendirilmistir. Gruplar i¢i farkliliklar1 belirlemek i¢cin One-Way ANOVA Post Hoc
Tukey testi uygulanmistir. Yapilan istatistiklerin giivenilirligi agisindan, dl¢imler en az 3

tekrar olacak sekilde yapilarak, SPSS 20 paket programinda sonuclar kaydedilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Canh Agirhik Degisimi ve Su Tiiketimi

Tablo 3. Gruplarda baslangig ve bitis canli agirliklar1 ve giinliik su tiiketimi

Gruplar Baslangic  canh Bitis canh Giinliik su
agirhg, g agirhg, g tiiketimi, ml

Negatif Kontrol 252,85 +25,05 358,42 +£32,39% 317,33 + 1,528

Pozitif Kontrol 247,85 +23,91 309,00 + 20,93 260,35 + 1,50°

CCly

CCly + Corek Otu

237,28 £ 19,33
243,85+ 18,34

281,28 + 15,68°
300,57 + 18,96"

180,30 + 1,52°
213,33 + 1,54°

a-d: Ayni siitunda farkli harfi tasiyan gruplar arasi fark 6nemlidir (p<0.05)
One-Way ANOVA Post Hoc Tukey Testi

Sekil 9. Calismada kullanilan deney hayvanlari.



Bitis canli agirhigi

Sekil 10. Gruplarda goriilen bitis canli agirlik oranlart.

Giinliik su tiiketimi

Sekil 11. Gruplara gore giinliik su tiiketim oranlart.

Tablo 3 (sekil 11)’deki istatistiksel veriler incelendiginde, su tiiketimi agisindan
gruplar arasinda 6nemli bir fark oldugu goriilmektedir (p<0.05). Kontrol gruplarmna gore
CCly verilen gruplarda su tiiketimi daha azdir, bu da CCl, ile zamanla olusan hasarin su
tiikketimini olumsuz yonde etkiledigini gdstermektedir.

Caligmanin baglangici ve sonundaki canli agirliklari karsilastirildiginda ise (tablo 3,
sekil 10) baslangi¢ canli agirliklarinda istatistiksel agidan bir fark olmadigi (p>0.05); bitis
canli agirliklarinda ise istatistiksel olarak anlamli diizeyde fark oldugu (p<0.05) ve en

diistik canli agirlik oranimin CCly grubunda oldugu goriilmektedir.
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3.2. DNA Hasarmmin Analizi

1 2 3 — 5

Sekil 12. Kontrol grubu ve deney grubu ratlarda hiicresel DNA hasar1 goriintiisii

Hatlar: Soldan saga: (1) Marker; (2) NK; (3) PK; (4) CCly; (5) CCly+ CO

Sekil 12’deki DNA agaroz jel goriintiisii incelendiginde, diger gruplara oranla

karbon tetrakloriir grubunda daha fazla kirilma meydana geldigi goriilmektedir. CCly + CO

grubunda ise bu kirilmalarin daha az oldugu anlasilmaktadir. Dolayisiyla, CO verilen

grupta DNA hasar oraninin, CO verilmeyen CCl; grubuna gore daha az oldugu yorumu

yapilabilir. Buradan yola c¢ikarak, akciger hasari bakimindan diisiiniildiigiinde, ¢orek

otunun antioksidan etkisi DNA hasarin azaltiyor, denilebilir.

3.3. MDA Ol¢iim Sonuclar

Tablo 4. Calisma gruplarindan elde edilen akciger doku MDA diizeyleri

Gruplar Negatif Kontrol  Pozitif Kontrol ~ CCl,

CCl; + Corek
Otu

Akciger Doku

MDA (nmol/g) b
3,57 £ 0,49° 3,68 £0,58° 12,53 £ 1,58

4,03 +1,53°

a-b: Ayni siitunda farkli harfi tagtyan gruplar arasi fark 6nemlidir (p<0.05)
One-Way ANOVA Post Hoc Tukey Testi.
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MDA konsantrasyonu

Sekil 13. MDA standart egrisi

Tablo 4 (sekil 14)’te akciger dokusundaki MDA seviyeleri incelendiginde, kontrol
gruplar1 arasinda istatistiksel bir fark olmadigir (p>0.05), en yiiksek diizeyde MDA
seviyesinin CCl, grubunda oldugu ve diger gruplarla arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir farkin olustugu (p<0.05) goriilmektedir. CCly + CO grubunda MDA seviyesinin CCy
grubuna gore ciddi diizeyde diistiigii goriilmektedir (P<0.05).

16 -
14 -
12 -
10 -

b
HE
£ a a . B
s 5 a W Doku MDA Diuzeyleri
4
2
0 - T T T
Negatif Pozit if ccla ccla+corek
Kontrol Kontrol Otu

Sekil 14. Akciger dokusunda gruplar arasinda MDA diizeylerinin karsilastirilmasi

Tablo 5. Calisma gruplarinda elde edilen plazma MDA diizeyleri

CCl; + Corek

Otu
Gruplar Negatif Kontrol  Pozitif Kontrol ~ CCl,

Plazma MDA

(nmol/g) b b
3,11 +1,50° 3,80+ 1,51° 8,66 + 1,58 6,33 + 1,54°
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Tablo 5 (sekil 15)’te plazma MDA seviyeleri karsilastirildiginda, kontrol gruplari
arasinda istatistiksel agidan bir fark olmadigi (p>0.05); CCly + CO grubunda ise CCl4
grubuna gore MDA seviyesinde azalis oldugu goriilmektedir (p<0.05). En yiiksek plazma
MDA seviyesi ise CCl, verilen grupta meydana gelmistir ve diger gruplarla arasinda

istatistiksel olarak bir fark olusmustur (p<0.05).

1z 4

10 4

b
1 ab
5 -
a = M Plazma MDA Dlzeyleri
4
2 _j
o - T T T

Negatif Pozitif cclda ccla+Corek
Kontrol Kontrol Otu

nmolfml

Sekil 15. Plazmada gruplar arasinda MDA diizeylerinin karsilagtiriimasi
a-d: Aym siitunda farkli harfi tagiyan gruplar arasi fark anlamhidir (p<0.05). One-

Way ANOVA Post Hoc Tukey Testi
3.4. TUNEL Metoduyla Belirlenen Histolojik Sonuclar
Calismanin son asamasinda TUNEL metodu kullanilarak apoptozis diizeyleri

belirlenmistir. Elde edilen goriintiilerle, akciger dokusunda DNA’da meydana gelen hasar

tespit edilmistir.
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Sekil 16. Negatif Kontrol grubuna ait akciger dokusunda TUNEL pozitif hiicreler (—). Skala bar:
50pm.
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Sekil 17. Pozitif Kontrol grubuna ait akciger dokusunda TUNEL pozitif hiicreler (—). Skala bar:
50pum.

Sekil 18. CCl, grubuna ait akciger dokusunda TUNEL pozitif hiicreler (—).
Skala bar: 50pum.

Sekil 19. CCly+ CO grubuna ait akciger dokusunda TUNEL pozitif hiicreler (—).
Skala bar: 50pum.
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Tablo 6. TUNEL metoduyla belirlenen apoptotik indeks (%)

Gruplar Apoptotik indeks %
Negatif Kontrol 8 +00°

Pozitif Kontrol 14 +00°

CCl, 27 +£00°?

CCl+CO 15 £00°

a-c: Aym siitunda farkli harfi tasiyan gruplar arasi fark anlamlidir (p<<0.05). One-
Way ANOVA Post Hoc Tukey Testi

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢cin yapilan TUNEL boyamanin 151k mikroskopi
altinda incelenmesi sonucu; TUNEL pozitifligi akcigerde NK (sekil 16) grubu ile
karsilastirildiginda, CCly (sekil 18) grubunda istatistiksel agidan anlamli bir artis gézlendi
(p<0.05). Kontrol gruplar1 arasinda anlamli bir fark gézlenmezken (p>0.05), sadece ¢orek
otu verilen PK grubu (sekil 17) ile CCl; grubu kiyaslandiginda yine anlamli bir farklilik
oldugu goriildii. CCl4+CO (sekil 19) grubunda ise apoptotik indeksin, CCl, grubuna gore

azalis gostererek normale yaklastigi goriilmektedir.

3.5. Kaspaz-3, Kaspaz-9, Erk, Akt Proteinlerinin Ekspresyon Diizeyleri (Apoptotik
Markerlar)
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Sekil 20. Gruplara gore kaspaz-3 protein ekspresyon diizeyleri
a-d: Ayni siitunda farkli harfi tagiyan gruplar arasi fark onemlidir (p<0.05)
One-Way ANOVA Post Hoc Tukey Testi
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Sekil 21. Gruplara gore kaspaz-9 protein ekspresyon diizeyleri
a-d: Ayni siitunda farkli harfi tastyan gruplar arasi fark 6nemlidir (p<0.05)
One-Way ANOVA Post Hoc Tukey Testi

Erk —e——— e ———— — |\ DA

35,000
a

g 30000
B 25000 - b b 2
g
o 20000 -
8
2 15000
W
£
-
g 10.000
s
g 00

o |

NK PK ccu CCl+COo

Sekil 22. Gruplara gore erk protein ekspresyon diizeyleri
a-d: Ayni siitunda farkli harfi tasiyan gruplar arasi fark 6nemlidir (p<0.05)
One-Way ANOVA Post Hoc Tukey Testi
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Sekil 23. Gruplara gore akt protein ekspresyon diizeyleri
a-d: Ayni stitunda farkli harfi tastyan gruplar arasi fark 6nemlidir (p<0.05)
One-Way ANOVA Post Hoc Tukey Testi
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Hiicre o©lim mekanizmasinda yer alan proteinlerin ekspresyon seviyeleri
karsilastirildiginda, kaspaz-3 protein ekspresyon diizeyi (sekil 20), CCl, grubuna goére CCl,
+ CO grubunda daha fazladir (p<0.05). Sekil 21°de kaspaz-9 proteininin ekspresyon diizeyi
incelendiginde, CCls+CO grubunun kontrol gruplar1 ve CCly grubuna oranla istatistiksel
acidan anlamli bir fark (p<0.05) oldugu ve CClL+CO grubunda en yiiksek protein
ekspresyon dilizeyi oldugu goriilmektedir. Erk proteininin ekspresyon diizeyleri
karsilastirildiginda ise (sekil 22) kontrol gruplar1 ve CCl,+CO grubu arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark olusmadigi, daha fazla ekspresyon orani olan CCl, grubunun ise bu
gruplardan istatistiksel agidan anlamli diizeyde ayrildigi goriilmektedir (p<0.05). Son
olarak sekil 23’de akt proteininin ekspresyon seviyeleri incelendiginde, CCls+CO
grubunda ekspresyon oraninin azaldigi ve CCl; grubunda ise en yiiksek diizeyde
ekspresyon oldugu ve diger gruplarla arasinda istatistiksel agidan anlaml bir fark oldugu

goriilmiistiir (p<0.05).
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4. SONUCLAR ve TARTISMA

Antioksidan 6zelligi oldugu bilinen bitkilerin hiicre ve doku hasarlarin1 6nlemedeki
rolleri son yillarda yapilan bir¢ok arastirmayla beraber anlasilmaktadir. Corek otunun
akciger hasari ile alakali rat akciger dokusunda etkileri ile ilgili cok fazla ¢alisma olmadigi
icin bu calismadan elde edilen sonuglarin mevcut literatiire 6nemli katkilar sunacagi
kanisindayiz. Antitlimdr, bronkodilator, antidiyabetik gibi etkileri olan ¢orek otu bitki
ekstraktinin bircok tedavi edici etkisinin oldugu ve serbest radikal tutucu isleviyle
antioksidan ozellik gosterdigi belirtilmistir (Agel ve Shaheen, 1996; Harzallah, 2011;
Beheshti vd., 2015). Corek otu ekstraktinin igme suyuna belirli oranlarda katildiginda canli
organizmalarda oldukca etkili oldugu ve pozitif yonde bir¢ok basamagi diizelterek tedavi
edici 6zelliginin oldugunu belirlenmistir (Darakhshan vd., 2015). Mucizevi bir bitki olarak
tanimlanan Nigella sativa’dan, trake ve solunum yolu iizerindeki iyilestirici etkilerinden
dolay1r solunumu kolaylastirici ve akciger koruyucu bir bitki olarak bahsetmislerdir
(Ahmad vd., 2013). Corek otunun rat kaninda kadmiyum kaynakli oksidatif strese etkisinin
arastirildigr bir ¢alismada, kadmiyum etkisinden ileri gelen plazma ve eritrositlerdeki
MDA seviyelerindeki artisin ¢orek otu tedavisiyle azaltilabildigi belirtilmistir (Kanter vd.,
2005). CCly ile karaciger nekrozuna ¢orek otu uygulamasmin etkisinin incelendigi bir
calismada, ¢orek otunun ratlar {izerinde CCl,’lin toksik etkisi lizerine MDA seviyeleri ve
ALT, AST gibi biyokimyasal parametreler iizerinde ciddi diizeyde iyilestirici etkileri
oldugu belirtilmistir. (Sahin vd., 2003). Ratlarda karbon tetrakloriir kaynakli
hepatoksisitede Nigella sativa tohum ekstraktinin etkisinin incelendigi ve dort ayr1 grup
olusturulan diger bir ¢alismada, karbon tetrakloriiriin hiicre ve dokularda harabiyet
olusturdugu, enzim sentezi ve bircok biyokimyasal aktiviteyi olumsuz etkiledigi
belirtilmistir. Buna karsilik ratlara % 10 oraninda igme suyu yoluyla verilen Nigella sativa
tohum ekstraktinin antioksidan savunma sistemi ve hepatik oksidatif hasarin azaltilmasinda
oldukga etkili ve iyilestirici bir bitki oldugu belirtilmistir. (Muthukrishnan ve Krishnan,
2012). Bizim ¢aliymamizda, diizenli araliklarla yaptigimiz rat agirhk tayini gbz Oniine
alinarak (Tablo 3, sekil 10) ilk giinkii agirliklar ile kesimden 24 saat onceki agirliklar
karsilastirildiginda kontrol gruplarinda diizenli ve yiiksek oranda bir artis s6z konusuyken
CCl; uygulamasi yapilan gruplarda daha diisiik oranda agirlik artis1 oldugu gozlenmistir
(p< 0.05). CCls + CO grubunda kontrol gruplarina gore daha az bir agirlik artis1 olmakla

beraber CCl, grubuna gore ise daha fazla agirlik artis1t meydana gelmistir (p< 0.05). Sonug



olarak en az agirlik artisi CCls grubundaki ratlarda meydana gelmistir. Sadece agirlik
artiglarindaki bu farkliliklar dikkate alinarak giiclii bir ksenobiyotik olan CCly’e kars1 ¢orek
otunun ratlarda koruyucu bir etki gdsterdigi ve bu etkinin hayvanlarin beslenmesi dahil
bir¢ok durumda rol oynadigi yorumu yapailabilir.

Rat beyin bolgelerinde propoxur kaynakli toksisite ve oksidatif streste Nigella
sativa yagmin koruyucu etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada serebellum, korteks ve
hipokampiiste propoxur kaynakli MDA seviyesi diger gruplara oranla istatistiksel olarak
anlamli fark olusturacak sekilde yiiksek (p<0.05) ¢ikmustir. Kontrol grubu, sadece Nigella
sativa ve hem Nigella sativa hem de propoxur verilen gruplarda ise serebellum, korteks ve
hipokampiiste MDA seviyesinin olduk¢a diisiik oldugu belirtilmistir. (Mohamadin vd.,
2010). Hiperoksi kaynakli akciger hasarinda Nigella sativa’nin koruyucu etkisinin
arastirildigr bir ¢aligmada, ratlar1 kontrol, hiperoksi ve hiperoksi + ¢orek otu olarak ii¢
gruba ayrilmis ve hiperoksi grubundaki yavru ratlar % 95 oraninda O;’ye maruz
birakilmistir. Hiperoksi + ¢orek otu grubunda % 100 dogal ¢orek otu tohum yagi
kullanilmustir. Lipit peroksidasyonunun belirteci olan MDA seviyesi incelemelerinin
sonucunda hiperoksi + ¢orek otu grubunda, hiperoksi grubuna oranla ¢ok daha diisiik
MDA seviyesi (p<0.05) oldugu belirtilmistir. (Tayman vd., 2013). Bizim bulgularimizda,
akciger dokusundaki MDA seviyeleri karsilastirildiginda (tablo 4, sekil 14), kontrol
gruplar1 ve CCls + CO grubu arasinda istatistiksel acidan bir fark olmadigi (p>0.05)
goriilmiistiir. Ancak CCly grubunun MDA seviyesi incelendiginde diger ii¢ gruptan oldukga
yiiksek bir orana sahip oldugu ve istatistiksel olarak anlamli bir fark meydana geldigi
(p<0.05) goriilmektedir. Bu sonuca dayanarak ¢orek otu bitkisinin lipit peroksidasyonuna
bagli olarak artan MDA oranimi azaltmada etkili bir antioksidan bitki oldugu yorumu
yapilabilir. Ratlarda asetoaminofen kaynakli hepatoksisitede ¢orek otu etken maddesi
timokinonun tedavi edici etkisinin arastirildigi farkli bir ¢aligsmada, sadece asetoaminofen
verilen ratlarda plazma MDA seviyesinin diger gruplara oranla istatistiksel agidan fark
olacak sekilde yiiksek ¢iktig1 (p<0.05), kontrol gruplar1 arasinda anlamli bir fark
olugsmadig1 (p>0.05) ve asetoaminofen ile birlikte timokinon verilen grubun plazma MDA
seviyesinde diisiis goriildiigii belirtilmistir. (Aycan vd., 2014). insan ve hayvanlarda gram
negatif Dbakteriyal enfeksiyona karst koruyucu etkisi olan ancak fazla dozlar
nefrotoksisiteye sebep olan gentamisin maddesini kullanarak ratlarda nefrotoksisite
olusturulmus ve meydana gelen hasara karst Nigella sativa’nin koruyucu etkileri

aragtirtlmigtir. Yapilan bu ¢aligmada sadece gentamisin verilen grupta plazma MDA
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seviyesinin kontrol grubu ve gentamisin ile Nigella sativa’nin birlikte verildigi gruplara
gore istatistiksel agidan fark olacak sekilde (p<0.05) yiiksek ¢iktigi belirtilmistir. (Yaman
ve Balikgi, 2010). Timokinonun diyabette, bobrek dokusunda, kolorektal, meme kanseri
gibi ¢ok sayidaki kanser tipinde, bircok dokuda ve plazmada MDA seviyesini azallttig
belirtilmistir. (Darakhshan vd., 2015). Bizim c¢aligmamizdaki plazma MDA seviyeleri
incelendiginde (tablo 5, sekil 15) kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark olugmadigi (p>0.05) ve en yiiksek plazma MDA seviyesinin CCls grubunda meydana
geldigi ve diger gruplardan istatistiksel olarak farkli (p<0.05) oldugu goriilmektedir. CCly
+ CO grubunda ise plazma MDA seviyesinde azalma meydana geldigi ve burada ¢orek
otunun antioksidan etkisinin gergeklestigi yorumu yapilabilir.

Corek otundan elde edilen biyoaktif bir bilesik olan timokinonun fare
noroblastomunda bazi apoptotik markerlarla beraber kanser iizerindeki etkileri
incelenmistir. Bu ¢alismada farkli konsantrasyonlarda (0, 20, 40 um) timokinon bilesiginin
fare noéroblastomunda kaspaz-3 proteininin ekspresyonunu nasil etkiledigi gozlemlenmistir
ve timokinon konsantrasyonu arttik¢a kaspaz-3 ekspresyon oranmnin arttigi ve istatistiksel
olarak anlamli bir fark olustugu (p<0.05) belirtilmistir (Jayaraman vd., 2012). Yapilan
baska bir arastirmada, kaspaz-3 proteininin ekspresyon orani sadece CCl, verilen grupta,
kontrol grubu, CCl;+50 mg/kg diallil siilfat ve CCl;+100 mg/kg diallil siilfat gruplarina
gore istatistiksel olarak farkl sekilde (p<0.05) yiiksek ¢ikmustir (Lee vd., 2014). Fare
noroblastoma hiicrelerinde timokinonun kaspaz-3 ve Kkaspaz-9 sentezini arttirdigi
vurgulanmustir (Darakhshan vd., 2015). Bizim bulgularimiza gére CCly grubunda kaspaz-3
aktivitesi, diger gruplara oranla istatistiksel olarak diistik ¢ikmistir (p<0.05). Pozitif kontrol
ve CCly + CO gruplari arasinda kaspaz-3 protein ekspresyonu bakimindan istatistiksel bir
fark olusmazken (p>0.05), CCls + CO grubunun CCl, grubuna oranla daha fazla kaspaz-3
aktivitesine sahip oldugu gorilmiistiir (sekil 20). Fare noroblastomunda ¢orek otu etken
maddelerinden timokinonun farkli konsantrasyonlarinin (0, 20, 40 um) baz1 apoptotik
markerlarla birlikte anti-kanser etkisi olup olmadiginin arastirildigi bir ¢aliymada tipki
kaspaz-3’te oldugu gibi kaspaz-9 ekspresyon oraninda da timokinon konsantrasyonu
arttikca kaspaz-9 ekspresyon oraninin arttigmni ve istatistiksel acidan anlamli bir farkin
olustugu belirtilmistir. (Jayaraman vd., 2012). Bir ¢alismada 14 giin boyunca (75mg/kg)
CuSO; verilen gruptaki kaspaz-9 aktivitesi, kontrol grubu ve 28 giin boyunca (75mg/kg)
CuSO;, verilen gruba gore istatistiksel agidan anlamli diizeyde farkli ¢ikmustir (p<0.05). En

fazla ekspresyon oraninin 14 giinliik uygulama yapilan 1. deneme grubunda goriildiigii
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belirtilmistir (Kabak ve Giilbahar, 2013). Bizim bulgularimiza gore, kaspaz-9 protein
ekspresyon seviyeleri incelendiginde (sekil 21), gruplar arasinda istatistiksel ag¢idan fark
oldugu (p<0.05) goriilmektedir. En diisiik kaspaz-9 ekspresyon orant PK grubunda, en
yiiksek ekspresyon orani ise CCly + CO grubunda olusmustur (p<0.05) bu da bize ¢orek
otunun kaspaz-9 sentezini tesvik ettigini diisiindiirmektedir.

Apoptotik siiregte ¢orek otu ekstraktinin Erk ve Akt sentez yolunu uyararak bu
proteinlerin sentezini engelledigi belirtilmistir. (Darakhshan vd., 2015). Disi ratlarda
travma kanama sonrasi Erk sinyal yolu kaynakli akciger hasari azaltimmin incelendigi
calismada travma kanama olusturulan gruplarda ve 6zellikle tasiyic1 grup olarak belirtilen
grupta (vehicle group) Erk protein ekspresyon oraninin tiim gruplardan istatistiksel olarak
farkli (p<0.05) ve fazla ¢iktig1 ifade edilmis ve erk sinyal yolunun bozulmasmin bazi
kanser tiirlerini tetikledigi belirtilmistir. (Hsu vd., 2009). Bizim ¢aligmamizda, Erk protein
ekspresyon orani incelendiginde kontrol gruplar1 ve CCls + CO grubu arasinda istatistiksel
bir fark olmadig1 (p>0.05), CCl, grubundaki ekspresyon oraninin ise diger ii¢ gruba gore
fazla ve istatistiksel olarak farkli (p<0.05) oldugu goriilmektedir. Buna bagli olarak ¢orek
otu verilen grupta CCly grubuna goére bu protein miktarin diisiik miktarda olmasi ¢orek
otunun bu proteinin sentezine baski yaparak sentezini azalttigini ve boylece akciger
dokusunda meydana gelmis olan hasar1 azaltic1 yonde etki yaptigmi sdyleyebiliriz (sekil
22).

Akut iliksel 16semide ¢orek otu etken maddesi timokinonun antiproliferatif (hiicre
biiyiimesini engelleyen) ve proapoptotik etkilerinin arastirildigi  ¢alismada, bazi
proteinlerin western blot analizleri neticesinde timokinonun Akt ve Erk aktivasyonunun
bastirilmasiyla timor anjiyogenezi (kan damarlar1 olusumu) ve timor biiylimesini
engelledigi ve timokinonun kanser tedavisinde potansiyel bir ila¢ olarak kullanilabilecegi
belirtilmistir (Khalife vd., 2014). Bizim ¢alismamizda Akt protein ekspresyon seviyesi
(sekil 23), CCly grubunda kontrol gruplarina gore istatistiksel olarak yiiksek (p<0.05)
cikmigtir. En yiiksek ekspresyon oran1 CCl, grubunda gézlenmis ve diger gruplara oranla
istatistiksel olarak fark gdstermistir (p<0.05). Buna bagli olarak ¢orek otu verilen grupta
CCly grubuna gore bu protein miktarmm diisiik miktarda olmasini ¢érek otunun bu
proteinin sentezine baski yaparak sentezini azalttigini ve bdylece akciger dokusunda
meydana gelmis olan hasar1 azaltici yonde etki yaptigini soyleyebiliriz (sekil 23).

Bir ¢ok doku ve hiicrede ¢orek otu ekstraktmnin canli organizmalarda oksidatif

hasarda ve farkli kanser tiplerinde hiicre ve dokuyu DNA hasarma kars1 korudugu
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belirtilmistir (Darakhshan  vd., 2015). DNA fragmentasyonunun apoptotik dokuda
karakterize edildigini ve apoptozis iligkili DNA fragmentasyonunun belirlenmesinde
TUNEL metodunun yaygin olarak kullanildig1 belirtilmistir. Antioksidan ve antiapoptozis
mekanizmalar1 yoluyla farelerde parakuat (bitki oldiiriicii bir kimyasal) indiikli akut
akciger hasarmma metallotiyoneinlerin azaltici etkilerini arastirildigi ¢calismada, TUNEL
metodu incelemelerine dayanarak kontrol gruplarinda bir hasar s6z konusu olmadigi
sadece parakuat verilen farelerde apoptotik indeks oraninin olduk¢a yiiksek oldugu,
parakuatla beraber metallotiyonein verilen farelerde ise apoptotik yiizdesinin daha diisiik
oldugu belirtilmistir (Peng vd., 2014). Bizim bulgularimiza gore, ratlara CCl, verilerek
olusturulan akciger hasarinda DNA agaroz jel elektroforezi goriintiilerimiz incelendiginde
(sekil 12), NK ve PK gruplarinda DNA kiriklarinin olmadigi goriilmektedir. En fazla DNA
kirigi olusumunun CCI4 grubunda oldugu, CCl; + CO grubunda ise DNA kirigi
olusumunun nispeten daha az oldugu anlasilmaktadir. CO verilen hasarli grupta, CO
verilmeyen hasarli gruba gore DNA kirigi olusumunun daha az olmasi, DNA hasarmin
CCly + CO grubunda daha az oldugunu diisiindiirmektedir. Bu da, ¢orek otunda bulunan
etken maddelerin hasarli hiicrelerdeki DNA hasarin1 kismen de olsa engelleyebilecegini
gostermektedir.

Soluma zatiirreesine metilen mavisi muamelesinin etkisinin incelendigi bir
arastirmada ratlari, tuz soliisyonu igeren (kontrol), BIO (Biosorb Energy Plus), HCI, tuz
soliisyonu + metilen mavisi, BIO + metilen mavisi ve HCI + metilen mavisi seklinde alt1
gruba ayrilmistir. Cerrahi prosediiriin  ardindan yapilan analizde TUNEL metodu
incelemelerine dayanarak en yiiksek apoptozis yiizdesinin HCI grubunda oldugu (p<0.05),
sirastyla HC1 + metilen mavisi ve BIO gruplarindaki apoptozis yiizdesinin de HCI
grubundan sonra yiiksek apoptozis oranma sahip oldugu, en diisiik apoptotik indeksin de
tuz soliisyonu + metilen mavisi grubunda meydana geldigi belirtilmistir (Kanter vd., 2015).
Bizim TUNEL metodu sonug¢larimiz incelendiginde (tablo 6), apoptozis yilizdesinin en
fazla CCl, grubunda meydana geldigini (sekil 18) ve NK grubuyla kiyaslandiginda (sekil
16) istatistiksel olarak bir fark meydana geldigi (p<0.05) goriilmektedir. Ayrica kontrol
gruplar1 arasinda (sekil 16 ve 17) istatistiksel agidan fark gézlenmezken (p>0.05), CCly +
CO grubundaki apoptotik indeksin azalarak normale yaklastig1 incelenmektedir (sekil 19).
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5. ONERILER

Analiz verilerimize gore, ¢orek otu ekstraktindaki etken maddeler, 6zellikle akciger
hasar1 siirecinde, dokulardaki hasar oranini azaltabilmekte, lipit peroksidasyon diizeyini
diigiirebilmekte ve yine DNA hasarint da azaltabilmektedir. Apoptozisten sorumlu
proteinlerin sentezini indiikleyerek bu siirecin baglamasina yol agmakta ve boylece akciger
dokusunda hasarli hiicrelerin apoptozise ugrayarak yok olmalarinda rol oynamaktadir
(Tiirker ve Bayrak, 1997; Harzallah, 2011, Daba ve Rahman, 1998; Aslan ve Can, 2014;
Darakhshan vd., 2015).

Calismamizda kullandigimiz  apoptotik  markerlarin  ekspresyon diizeyleri
incelendiginde (kaspaz-3, kaspaz-9, erk, akt), ¢orek otunun apoptozis {izerindeki etkileri
acik bir sekilde goriilmektedir. Ayni sekilde, apoptozis diizeyini belirlemek amaciyla
yaptigimiz TUNEL metodu ¢aligmasinin sonuclarini inceledigimiz zaman, CCly, ¢orek otu
ve apoptozis arasindaki iliskiyi daha iyi anlamamiz miimkiin olmaktadir.

Elde ettigimiz bu bilgiler 15181nda, giiclii bir antioksidan bitki olan ¢orek otunun
akciger tizerinde koruyucu etkileri oldugunu ve akciger hasarma karsi kullanilabilecegini
sOyleyebiliriz. Ayn1 zamanda, yapilan literatiir arastirmalar1 ile beraber sonuclarimiz
karsilastirildiginda, ¢orek otunun sadece akciger tizerinde degil, bobrek, beyin, kalp,
karaciger gibi bircok organda ve bir¢ok kanser tiiriinde ¢alisildig1 ve bunlar iizerinde ciddi
diizeyde koruyucu etkilerinin oldugu anlasilmistir. Calismamizin sonucunda, ratlar
tizerinde denedigimiz ¢6rek otu bitkisinin gostermis oldugu akciger koruyucu etkilerinin,
daha sonraki caligmalarda insanlar {izerinde denendiginde benzer etkiler gdsterebilecegini

ve bunun akciger hastaliklarini 6nlemede gelecekte bir umut olabilecegini diisiinmekteyiz.
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