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Amagc: Timokuinon (Tq), Nigella sativa'nin en énemli bileseni
olup memelilerin gesitli hiicreleri iizerinde olumlu biyolojik et-
kilere sahiptir. Bu ¢alismada, sigirlarin periferal kan dolasimi
monontikleer hiicreleri iizerine Tq'nin in vitro sartlarda etkisi
aragtirildi.

Gerec¢ ve Yontem: Farkli Tq yogunluklarinin si8ir periferal kan
dolasimi monontikleer hiicrelerinin yasamina ve proliferasyo-
nuna etkileri hiicre kiiltiiri (BrdU) ve ELISA metotlari ile ve iki
mitojenin (Concanavalin A; Con A ve Pokeweed Mitogen; PWM)
varliginda ve yoklugunda arastirildi. Bununla birlikte fenil boro-
nik asit (FBA)'in muhtemel etkisi benzer sekilde dl¢tildii.

Bulgular: Tq, sigir kan dolagiminda bulunan monontikleer hiic-
reler, kiiltiir sivisina 50 pg/mL miktarinda eklendiginde blas-
tojenik etki gosterdi. 5 giinlik 107/mL yogunlugunda hiicre
bulunan kiiltiirlerde 50 pg/mL Tq, 0.485+0.06 diizeyinde blas-
togenetik cevaba sebep oldu (P<0,01). Con A ve PWM i¢in mito-
jenik cevaplar ise sirasi ile 0,399+0,084 ve 0,397+0,049 olarak
belirlendi. Tq'nun her iki mitojen (Con A veya PWM) ile kombi-
nasyonu blastogenetik yanitta artisa yol agmadi. Ancak, Tq'nun
immiin hiicreler lizerindeki bu mitojenik etkisinin mekanizmasi
aydinlatilmaya muhtactir. FBA de, kiiltiire 2.5 pg/mL son kon-
santrasyonunda eklendiginde anlaml miktarda (0,425+0,058)
mitojenik etki gosterdi (P<0,01).

Oneri: Tq'nun, gelecekte adjuvan bilesimine girebilecek aday
bir madde oldugu fikrimizi, ayrica dogrudan ve in vivo olarak
immiin uyarici olarak da kullanilabilecegi hipotezimizi destek-
lemektedir. Diger taraftan, FBA'nin da, si§irda benzer potansiye-
le sahip olabilecegi degerlendirilmektedir.

Anahtar kelimeler: Timokuinon, Fenil boronik asit, inek, mo-
nontikleer hiicreler, proliferasyon.

Abstract

Aim: Thymoquinone (Tq) is the most important component of
Nigella sativa and has positive biological effects on various cells
of the mammals. At present study, a possible effect of Tq on the
large ruminant immune system was investigated by in vitro as-
says.

Materials and Methods: Thus, the effects of different Tq con-
centrations on both survival and proliferation of bovine perip-
heral blood mononuclear cells were investigated by cell culture
and ELISA methods in the presence or absence of two mitogens
(Con A and PWM). In addition, phenyl boronic acid (PBA) was
evaluated similarly.

Results: Tq showed a blastogenic effect on peripheral mono-
nuclear cells of cows when Tq was added to culture medium at a
final concentration of 50 pg/mL. Following 5 days of proliferati-
on of cells with 107 cell/mL density in presence of 50 pg/mL Tq
caused 0.485 + 0.06 OD degree of blastogenesis (P <0.01). The
mitogenic responses for Con A and PWM were 0,399 * 0,084
and 0,397 * 0,049, respectively. The combination of Tq with eit-
her of both mitogens (Con A or PWM) did not lead to a further
increase in the proliferation. Mechanism of Tq's mitogenic effect
on bovine immune cells is completely in dark at present. Ad-
ditionally, PBA is present in cell culture medium at a final con-
centration of 2.5 pg/mL a significant degree of proliferation was
measured (0,425+0,058) (P<0,01).

Conclusion: These results support our hypothesis that Tq
would be a candidate for being a component of a novel
adjuvant or even a promising immunostimulant for therapeutic
purposes in future. Moreover, PBA is concluded as another
potential compo-und for mitogenesis of bovine immune cells.

Keywords: Thymoquinone, phenyl boronic acid, cattle, mono-
nuclear cells, proliferation.
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Giris

Tibbi bitkiler ylizyillardir pek ¢ok hastaligin tedavisinde kulla-
nim alani bulmus, glinlimiiz modern tibbinda bazi ilaglara ham-
madde kaynagi olan ve giderek daha fazla ilgi ¢eken, tibbi ve
tarimsal Uriinlerdir. Bu bitkiler icerisinde Ranunculaceae famil-
yasindan Nigella sativa (N.sativa) 6zellikle dikkat cekmektedir.
Bu bitkinin temel bilesenleri; timokuinon (%30 - 48), p-cimen
(%7 - 15), karvarol (%6 - 12), 4-terpinol (%2 - 7), t-anetetol
(%1 - 4) ve seskuiterpen longifolen (%1 - 8)’dir (Burits ve Bu-
car 2000). Bitkinin en 6nemli bileseni timokuinon (Tq)'nun,
ozellikle fare ve insanlarda yapilan ¢alismalar sonucunda; bu
tlirlerde antibakteriyel, antifungal, antischistosomiasis, antiok-
sidan, antidiabetik, antikanser, antiyangisal (antienflamatuvar),
analjezik, immiinomodiilator, gastro-protektif, nefroprotektif ve
diger etkileri olmak iizere pek ¢ok olumlu etkiye sahip oldugu-
nu gostermistir (Ahmad ve ark 2013). N.sativa’nin immiinomo-
diilator etkilerine yonelik calismalarda; farelerde splenositlerin
doza bagli olarak proliferasyon yeteneginde artis gosterilmistir.
Bu calismada N.sativa 6ziitliniin dalaktan izole edilen lenfoid
hiicrelerin sitokin sentezini Th2 yoniinde arttirdigl, buna karsin
IL-6 ve TNF-a sentezini ise baskiladig bildirilmistir. Ustelik s6z
konusu oziitiin NK hiicreler {izerinde uyarici etkisi tespit edil-
mistir (Majdalawieh ve ark 2010; Ahmad ve ark 2013). Tq'nun,
antijen spesifik CD8+ lenfositler tizerindeki etkisi, IFN-y sente-
zini uyararak gergeklesir. Arastirmacilar bu etki sayesinde T len-
fositlerin in vitro aktivitesinin artirilmasinda yararl olabilece-
gini ve adoptif bagisiklik ve kanser tedavisinde umut verdigini
bildirmislerdir (Salem ve ark 2011). Diger taraftan Long_evans
ratlarda yapilan bir ¢alismada spesifik antijene (Tifo asis1) kar-
s1 gelisen sivisal immiin cevapta N.sativa yagl ile muamelenin
antikor liretiminde 2 kat diisiise sebep oldugu ancak splenosit
ve notrofil sayilarinda artisa yol actig1 bildirilmistir (Torres ve
ark 2010).

Etkilenen hiicre tipine gore, sitotoksik ya da anti-sitotoksik et-
kileri lizerinde yapilan ¢alismalar daha ziyade kanser hiicreleri
lizerinde ve kanser hiicre hatlar1 kullanilarak yapilan ¢alisma-
lardir. Bu ¢alismalarda N.sativa’nin biitiiniiniin ya da baz bile-
senlerinin cesitli kanser hiicrelerine karsi sitotoksik etkili oldu-
gu (Swamy ve Tan 2000), hiicresel aktivasyonu ve tiimore 6zel
antikorlarin iiretimini artirdig1 ayrica, N.sativa 6zlitliniin saglik-
I1 hiicreler i¢in sitotoksik etkili olmadigl, aksine hiicre canlilig1
izerine olumlu etkisi olduguna iligkin bulgular da bildirilmistir
(Medenica ve ark 1993). Ayni arastirmacilar N.sativa tohum
Ozitiiniin immiin sistem ile ilgili hiicrelerin sayilarinda arti-
sa neden oldugunu tespit etmislerdir. Ustelik N.sativa protein
ekstraktlarinin allojenik lenfositler ile veya herhangi bir stimii-
latér bulunmayan kiiltiirde insan lenfositlerinden interlokin-
3’lin Gretimini artirdigl goriilmektedir. N. sativa proteinlerinin
interlokin-1b’yi artirdiginin bildirilmesi ile s6z konusu ekstrak-
tin ve dolayisi ile etken madde Tq'nun makrofajlar tizerinde de
etkisinin olabilecegi fikri dogmustur (Haq ve ark 1995, Haq ve
ark 1999). Tirkiye’'de insanda yapilan bir ¢alismada, 4 hafta
siire ile 30mg/kg dozda oral yol ile verilen N.sativa'nin T lenfo-
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sitalt gruplari ve toplam l6kosit sayisi tizerindeki etkileri arasti-
rilmis ve CD3+ lenfositler ve toplam 16kosit degerlerinde 6nemli
artisa sebep oldugu belirlenmistir (Kaya ve ark 2003).

Bu ¢alismada sig1r kan lenfosit kiiltiirii sivisina ¢esitli yogunluk-
larda eklenen Tq'nun mitojenik potansiyelinin dl¢iilmesi amag-
land1. Ayrica, Tq bilinen mitojenler (Con A ve PWM) ile kombine
edildiginde mitojenlerin blastojenik potansiyeli lizerine etkileri
incelendi.

Gereg ve Yontem

Alt1 adet en az 1.gebeligini tamamlamis Holstein irki inek kulla-
nildi. Tq'nun periferal kan hiicrelerinin canliligina etkisinin be-
lirlenmesi ve daha sonra proliferasyon i¢in olmak tlizere her bir
inekten 2 kez ve her birinde 30’ar mL kan 6érnegi alindi. Ornek-
leme, Vena jugularis’ten asepsi ve antisepsiye uyularak, Fakiilte
Ciftligindeki hayvanlardan yapildi.

Timokuinon (Santa Cruz Biotechnology, sc-215986) 100 mg/
mL yogunlugunda Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMSO;
Sigma-Aldrich, D8418)’da sulandirildi ve stok soliisyon olarak
+4°C de, falcon tiiplerinde, aliiminyum folyo icerisine sarilarak
muhafaza edildi. Kullanma soliisyonlar1 (0.04 pg/mL, 0.2 pg/
mL, 1 pg/mL, 5 pg/mL 25 pg/mL, 150 pug/mL ve 2175 pg/mL)
olacak sekilde, modifiye RPMI 1640 kullanilarak hazirlandi.
FBA, 0.01 mg/mL stok soliisyon olarak ve distile suda ¢ézdiiri-
lerek hazirland.

Modifiye RPMI 1640 (MKV) besi yeri

100 mL modifiye RPMI 1640 igin; 87,5 mL RPMI 1640 (Sigma-
Aldrich, R8758), 10 mL Fotal Buzag Serumu (FBS) (Sigma-
Aldrich, F9665), 2,5 mL 1M’lik HEPES (Sigma-Aldrich, H0887),
100’er pL Penisilin (Sig-ma-Aldrich, P3032) (100.000 IU/mL) ve
Streptomisin  (Sigma-Aldrich,, S9137) (100.000 pg/mL)
karistirilarak hazirland.

Proliferasyon testleri

Lacetera ve ark (2005)'in bildirdigi me-toda gore yapildi; Density
gradient santrifiij teknigi ile periferal dolasim mononiiklear
hiicreleri (PDMH) izole edildi; Oncelikle heparinli kan
orneginden 4 ml alindi ve 6 ml Ficoll-PaqueTM Plus (GE
Healthcare, 17-1440-02) ile tabakalandirma yapilarak
karistirildi. Daha sonra 700 g'de 30 dk, 20°C’da santrifiij
edildi. Mononiiklear hiicre bandi pipet yardimiyla toplandi ve
1x Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS, Sigma-Aldrich H4641)
ile 400 x g'de, 10 dk, 4°C’de 2 kez yikandi. RPMI-1640 (25 mM
HEPES'li) vasatinda sulandirildi Hiicre sayisi ve canlilik oranla-r1,
tripan mavisi, (Sigma-Aldrich, T6146) boyamasi kullanilarak
hemositometri ile belirlendi. Ardindan MKV (25 mM HEPES,
%10 1si-inaktive fotal bovine serum, 2mM L-glutamin, 100U
penisilin, 100 pg streptomisin ve 0,25 pg amfoterisin-B/mL) ile
1x107 hiicre/mL yogunlugunda sulandirildi. Cukurlara 100 pg/
mL oraninda Tq iceren stok soliisyondan, son konsantrasyonlari
0,02 pg/mL, 0,1 pg/mL, 2.5 pg/mL, 12.5 pg/mL, 50 pg/mL, 72.5
pug/mL ve 1087.5 pg/mL olacak sekilde dagitildi. Her bir sulan-
dirma mikroplagin ti¢ cukurunda paralel olarak yapildi. Mikrop-
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laklar, 37 °C’da %5 CO2’li etiivde inkiibe edildi. Bu ¢ukurlardan
24.ve 48. saatlerde canlilik dl¢iimleri hemositometrik olarak ve
tripan mavisi boyamasi kullanilarak belirlendi. Bu asama top-
lam 6 hayvandan alinacak kan érneklerinde yapildi. Canlihigin
en yliksek oldugu Tq sulandirmasi ve inkiibasyon siiresi temel
alinarak ayni hayvanlardan alinacak kan érneklerinde bu kez 2
farkli mitojenin belirli yogunluklarindaki mitojenik aktiviteleri
tizerine Tq'nun etkisi belirlendi. Bu amagla; proliferasyon de-
nemeleri 2 farkl hiicre sayisi ve farkli inkiibasyon siirelerinde
gerceklestirildi. (107 veya 10° hiicre/mL; 2 veya 4 giin inkii-
basyon). 96 ¢ukurlu plaklarda ve her bir ¢ukur 100 pL MKV
icerisinde 1x10° mononiiklear hiicre icerecek sekilde yapildi.
Kontrol ¢ukurlar1 mitojen, Tq ve BrdU i¢in diizenlendi. Kullani-
lacak mitojenler ve son konsantrasyonlari; pokeweed mitojen
(PWM) icin, 1 pg/mL ve concanavalin A (Con A) i¢in 2.5 pg/mL
olarak ayarlandi. Ayrica 3 ¢ukurda Fenil Boronik Asit (FBA) de
son konsantrasyonu 2.5 pg/mL olacak sekilde ilgili kiiltiir or-
tamlarina eklendi. Mikroplaklar, 2 saat BrdU inkiibasyonu, 10°
hiicre/mL hiicre yogunlugu ve 4 giin son inkiibasyon veya 16
saat BrdU inkiibasyonu, 107 hiicre/mL hiicre yogunlugu ve 5
giin kiiltiir inkiibasyon olmak tizere farkli sartlarda proliferas-
yona tabii tutuldu. Her durumda ortamin CO2 yogunlugu, %5
idi. Proliferasyon, Lacetera ve ark (2002)'nin bildirdigi sekilde
ELISA ile 6lgtildt. ELISA (Roche, 11647221001) ticari firmanin
oOnerilerine uygun olarak yapildi.

Ugan ve ark.

Etik kurul onayi

Bu arastirma, Selcuk Universitesi Veteri-ner Fakiiltesi
Deney Hayvanlari Uretim ve Arastirma  Merkezi
(SUVDAMEK)'nin 29.03.2016 tarih ve 2016/31 sayih karari ile
arastirma etigi yontinden uygun bulunmustur.

Bulgular
Calismada 0,02 pg/mL, 0,1 pg/mL, 2.5 pg/mL, 12.5 pg/mL, 50
pug/mL, 725 pg/mL ve 10875 pug/mL  son

konsantrasyonlarinda kullanilan Tq yogunluklarinin hig biri 24
veya 38 saatlik PKMH Kkiiltiirlerinde sitotoksik bulunmadi
(Tablo 1). Tg'nun 50 pug/mL son konsantrasyonda kullanildigi
ve c¢esitli sartlarda blastojenik  etkisinin  &lgiildigi
proliferasyon sonuglari ise Tablo 2 ve 3’de sunuldu. Tq yalniz
(50 pg/mL) veya mitojen ile beraber bulun-dugu tim
kiltiirlerde kontrole gore anlamli él¢iide fazla mito-jenik
etkiye sahip idi (P<0.01). FBA, 5 giinliikk inkiibasyon son-
rasinda kontrole (0,299+0,02) gére dnemli miktarda daha fazla
proliferasyona (0,425+0,058) sebep oldu (P<0.01) (Tablo 3).

Tartisma

N.sativa 6ziitlinlin, kanser hiicrelerinin aksine saghkli hiicre-
ler i¢in sitotoksik etkili olmadigi, aksine hiicre canlihg tzeri-
ne olumlu etkisi oldugu bildirilmistir (Medenica ve ark 1993).
Arastirmacilar, bu etkilerin temel olarak, N.sativa tohum 6ziti-

Tablo 1 Timokuinonun farkli son yogunluklarinin 2 farkl stireli inkiibasyon sonrasinda PKMH canlilik oranlarina etkisi

Inkiibasyon FBA
Stiresi K (ng/mL) Tq (pg /mL)
(saat)

25 0.02 0.1 25 125 50 72.5 1087.5
24.saate
canlilik (%) 92 91 90 92 90 92 93 90 90
48.saatte
canlilik (%) 87 90 91 92 90 93 91 91 89
K: Kontrol, Modifiye RPMI 1640+hiicre.

Tablo 2 PKMH proliferasyonu (4 giin ve 2 saat BrdU inkiibasyonu, 10° hiicre/mL)
Hayvan No* Kontrol** FBA PM ConA TQ TQ+FBA TQ+PM TQ+ConA
1 0,339+0,016  0,31+0,01 0,387+0,047  0,499+0,142  0,384+0,07 0,422+0,071  0,373+0,061  0,433+0,078
2 0,354+0,03 0,282+0,05 0,26+0,05 0,29+0,05 0,264+0,05 0,417+0,09 0,253+0,06 0,358+0,01
3 0,264+0,017  0,723+#0,231  0,524+0,06 0,386+0,018  0,324+0,07 0,38+0,052 0,301+ +0,039 0,443+0,221
4 0,276+0,043  0,572+0,189  0,45+0,033 0,401+0,038  0,34+0,08 0,413+0,119  0,443+0,235  0,348+0,034
5 0,277+0,022  0,651+0,322  0,435+0,069  0,399+0,099 0,263+0,147 0,351+0,062  0,273+0,078  0,433+0,226
6 0,27+0,081 0,507+0,395  0,328+0,033  0,423+0,157 0,478+0,044  0,335+0,155  0,283+0,128  0,37+0,094
Ort+ss 0,297+0,035a 0,508+0,197  0,397+0,049  0,399+0,084  0,342+0,077 0,386+0,092  0,321+0,100  0,398+0,111b

*Her bir hayvandan alinan kanlarin 3’er kez kiiltiiriiniin ortalamalaridir. ** Hiicre + vasat. P<0,01. Tq: 50 pg/mL. PWM, 1 pg/mL. ConA 2.5 pg/mL son yogunlukta

kullanildi.
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Tablo 3 PKMH proliferasyonu (5 giin ve 16 saat BrdU inkiibasyonu, 107 hiicre/mL)

Hayvan No* Kontrol** FBA PM ConA TQ TQ+FBA TQ+PM TQ+ConA

1 0,295+0,03  0,402+0,103 0,436+0,126  0,612+0,086 0,4330,12  0,686+0,08  0,608+0,05  0,627+0,09

2 0,303+0,01  0,5593%0,09  0,525%0,06  0,558+0,215  0,592+0,06  0,692+0,08  0,674+0,07  0,647+0,04

3 0,29+0,03 0,409+0,06  0,63+0,04 0,557+0,115  0,457+0,09  0,654+0,1 0,518+0,09  0,617+0,08

4 0,312+0,03  0,354%0,041  0,473%0,12  0,41%0,05 0,427+0,07  0,469+0,03  0,431%0,01  0,441%0,06

5 0,307+0,02  0,379+0,02  0,448+0,06  0,448+0,06  0,511£0,01  0,506+0,08  0,512+0,08  0,352+0,03

6 0,29+0,01 0,414+0,031  0,367+0,025 0,411%0,01  0,491%0,01  0,437#0,02  0,458+0,02  0,409+0,01

Orttss 0,299+0,02*  0,425:0,058° 0,479+0,072° 0,499+0,11°  0,485+0,06°  0,5740,06®  0,534+0,05°  0,516£0,05"

*Her bir hayvandan alinan kanlarin 3’er kez kiiltiiriintin ortalamalaridir. ** Hiicre + vasat. P<0,01. Tq: 50 pg/mL. PWM, 1 pg/mL. ConA 2.5 pg/mL son yogunlukta

nilin immiin sistem ile ilgili hiicrelerin sayilarinda artisa yol ag-
masl1 sonucu oldugunu bildirmislerdir. Bu segicilik N.sativa'nin
bilesenlerinin arastirilarak mevcut etkinin daha detaylandiril-
masini tesvik etmektedir.

Hiicresel immiinitenin spesifik olmayan dl¢iimiinde, periferal
kan dolasiminda bulunan mononiikleer hiicrelerin mitojen ko-
kenli blastojenik cevabinin tespiti genis kullanim alani bulmus-
tur. Lenfosit blastogenezinde, 3H-Timidinin kullanildig1 metot
radyoaktiftir ve pahali ekipmana ihtiya¢ duyar (Ucan 1997).

Bu sebeple daha ekonomik ve radyoaktivite yoniinden tehlikesi
olmayan metotlar kullanima girmeye baslamistir. Bunlar ara-
sinda BrdU isaretlemenin kullanildig1 metot hizl ve pratik olup,
gerceklesen blastogenez ELISA okuyucusu ile 6l¢iilebilmektedir
(Chiderstone ve ark 1999). Bu calismada da non-radyoaktif me-
tot kullanilmig ve sonuglar OD degeri olarak sunulmustur.

Lenfositlerin poliklonal aktivatorleri olarak da bilinen mitojen-
lerden Con A ve PWM, lektin temelli 6ziitlerdir (Wimer 1996,
Ucan 1997). Lektinler, hiicrelerin membran gliikoproteinlerin-
de bulunan karbonhidratlara baglanarak, hiicrede adenilat sik-
lazin aktivasyonuna ve ardindan niikleusa ilgili sinyalin iletimi-
ne ve mitoza sebep olurlar. Bdylece lenfositlerin poliklonal artisi
saglanir (Ucan 1997, Uchimura 2001). Calismamizda bu amagla
adi gecen iki mitojen kullanildi.

Tq, N.sativa'nin esansiyel yaglarinin % 30-48’ini olusturan en
temel bilesenidir (Buritz ve Bucar 2000). N.sativa'nin bu eks-
traktlarinin, cesitli tiirlerde immiin hiicreleri aktive ettigi bilin-
mektedir. Ancak farkli cografik bolge veya hasattan elde edilen
N.sativa iceriginin degiskenlik géstermesi bu degerli bitki 6zii-
tliniin Tipda genis ve ticarilesmis kullanimini engellemektedir.

Dolayisiyla N.sativa esansiyel yaglarinin bilesimindeki madde-
lerin bu yonden incelenmesi ve bu etki mekanizmasinin aydin-
latilmasi ile s6z konusu etken maddelerin hekimligin hizmetine
etkin sunulmas1 miimkiin olacaktir. Bu ¢alismada temel bilesen
Tq'nun olas1 immiin hiicre poliklonal aktivatorii potansiyelinin
s18ir lenfositleri ile proliferasyon testi kullanilarak belirlenmesi
amaclandi.

Sigirda MTT assay ile PKMH'lerin mitojenik cevabinin 6l¢tildiigi
bir ¢alismada (Norian ve ark 2015) Con A, PHA ve PM icin tespit
edilen optimal konsantrasyonlar sirasiyla 5, 2.5 ve 2.5 pg/mL
olarak bildirilmistir. Bu ¢alismada da Con A ve PWM mitojenler
ayn1 son konsantrasyon oranlarinda kullanildi. Calismamizda
olgiilen hiicre proliferasyonu diizeylerinin genel olarak Norian
ve ark (2015) bildirdiklerinden daha diisiik olmasi, kullanilan
olgiim metotlarinin farklihgindan kaynaklanabilir. Ayrica her
iki calismada kiiltiire edilen hiicre (mikroplagin ¢ukurlarinda)
sayisinin farkli olmasinin benzer sonuca yol acabilecegi diisii-
niilmektedir.

Tripan mavisi testi, izole edilen PKMH i¢in sitotoksisitenin be-
lirlenmesinde kullanilmaktadir (Ilavarasi ve ark 2011). Cals-
mamizda 24 ve 48 saat siireler ile kiiltiire ilave edilen Tq'nun
cesitli ve FBA'in denenen yogunluklarinin hi¢ birinde sitotoksik
etki gostermedigi belirlendi (Tablo 1).

Salem ve ark (2011) hiicre kiiltiirtine ekledikleri Tq'nun antijen
spesifik CD8+ T lenfositlerinin canlilik oranlarini ve aktivitele-
rini (in vitro kosullarda) artirdigini bildirmislerdir. Boylece hem
enfeksiyonlarin hem de kanserin tedavisinde adoptif T lenfosit-
lerin modiilasyonu i¢in yardimci bir madde olabilecegi belirtil-
mistir. Bu calismada siirlarda in vitro sartlarda Tq ile zenginles-
tirilen hiicre kiiltiiriinde lenfosit sayisinda anlaml artis tespit
edilmis (Tablo 3) ancak hangi hiicre populasyonunun ya da alt
tiplerinin ne derecede prolifere oldugu belirlenmemistir. Yiizey
antijen yogunluklarinin 6l¢iimii ile etkilenen hiicre tipi ve done-
mi belirlenebilecektir. Ote yandan NK aktivitesi iizerine olumlu
etkinin belirlendigi bir ¢alismada makrofajlar ve dendritik hiic-
reler gibi profesyonel antijen sunan hiicreler tizerine de etkinin
aragtirilmasi gerektigi isaret edilmistir (Salem 2005). Sigirda
da solid dokularda bulunan bu immiin hiicreler tizerine Tq'nun
etkilerinin arastirilmasi ile Tq'nun etkiledigi hiicre tipleri daha
detayli belirlenebilecektir.

Diger taraftan, Tq'nun hiicreler {izerine etkilerinin arastirildigi
calismalar biiyiik cogunlukla kanser arastirmalari ile sinirhidir.
Ornegin son zamanlarda yapilan ve MCF-7 hiicre hattinin kulla-
nildig1 bir calismada Tq'nun p53 genini aktive ederek apoptozisi
uyardig1 ve boylece kanser hiicresinin dliimiinii sagladigl tespit
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edilmistir (Dastjerdi ve ark 2016). Tq'nun immiin hiicreler iize-
rine etkisinin mekanizmasi hakkinda yapilan bir ¢alismada (Wa-
ters ve ark 2002), aktive olmus makrofajlar tarafindan tiretilen
Nitrik Oksit (NO)’in dokudaki Mycobacterilerin 6ldiiriilmesinde
potansiyel rolii oldugu ve memelilerde, tiirden tiire degismek-
le beraber, makrofajlarin tirettigi NO’in antijen spesifik cevabin
olusturulmasinda énemli bir mekanizma sundugu bildirilmis-
tir. Henliz yayinlanan bir ¢alismada (Hossen ve ark 2017) ise,
Tq'nun antiyangisal etkisi arastirilmis ve bu etken maddenin,
lipopolisakkaritle uyarilmis fare makrofaj like RAW264.7 hiic-
relerinde NO {iretimi ve N sentetaz enzimini baskiladig1 ayrica
TNF-aq, IL-6 ve IL-1f sentezlerini inhibe ettigi gozlenmistir.

Tq'nun lenfositleri hangi mekanizma ile proliferasyona ugratti-
81 yeni arastirmalarin konusudur. Ancak, Tq'nun bu ¢alisma ile
tespit edilen aktivator etkisinin sigirda in vivo olarak dlgiilmesi
gerekmektedir. In vitro etkiye benzer etkinin in vivo denemeler-
den alinmas, etkilenen hiicre tip ve diizeylerinin belirlenmesi
ve Tq'nun toksik olmayan dozlarinin in vivo olarak da teyit edil-
mesi durumunda Veteriner Hekimlik icin non spesifik (poliklo-
nal) bir immiin stimiilan madde aday: olacaktir.

Ayrica, gelecekte Tq'nun dogrudan tedavide kullanimi da deger-
lendirilmesi gereken bir diger secenektir; Romatoid artritisde,
sinovyal fibroblastlarin TNF-a ile aktivasyonu ile eklem doku-
sunda hasar olugsmaktadir. Sinovyal fibroblast kiiltiiriine 1-5 pM
miktarlarinda eklenen Tq'nun TNF-a sinyal iletimini bozdugu ve
sonugta IL-6 ve IL-8 iiretiminin arttig1 ve boylece Tq'nun teda-
vi potansiyeli ortaya konmustur (Umar ve ark 2015). Veteriner
Hekimlikte de bu etken maddenin immiin hiicre uyarici etkisi-
nin yani sira sinovyal veya diger dokularda benzer etkilerinin
belirlenmesi ile yeni tedavi secenekleri i¢in farkli kullanim alan-
lar1 dogabilecektir.

FBA'nin ise, kontrol kiiltiiriine gére anlaml dl¢iide blastogene-
ze yol agmasi bu ¢alismanin bir diger dikkat ¢ceken bulgusudur.
Fare kan hiicreleri tizerinde FBA'nin mitojenik etkisi uzun siire
once ileri siiriilmiistii (Uchimura ve ark 2001). Grubumuzun,
kopek kan hiicreleri ile yaptig1 calismalarda her ne kadar fa-
redekine benzer sonuglar alinmamis ise de bu ¢alisma FBA'nin
si8ir periferal kan hiicreleri tizerinde mitojenik etkisinin oldu-
gunu ortaya koymaktadir. Bu etkinin farkli FBA yogunluklarinda
da belirlenmesi ve in vivo etkilesimin tespit edilmesi ile meka-
nizmanin aydinlanmasi gerekmektedir.

Oneriler

e Tq ve FBA sigir immiin hiicreleri lizerinde in vitro sartlarda
sitotoksik degildir.

« inek kan lenfosit kiiltiiriinde 50 ug/mL yogunlugunda bulunan
Tq'nun mitojenik etkisi, nonspesifik poliklonal blastojenik etki
seklinde olmalidir.

¢ Bu Tq blastojenik etkisi, Con A ve PWM mevcudiyetinde artis
gostermedigi icin bunlar arasinda sinerjistik veya additif mito-
jeniden bahsedilemez.

Ugan ve ark.

¢ Tg'nun immiin hiicreler tizerindeki mitojenik etkisinin meka-
nizmasi aydinlatilmaya muhtag olmakla birlikte; fare kan dolasi-
mi1 mononiikleer hiicrelerinin boronik asit ile uyarimina benzer
bir uyarima sebep olabilecegi olasidir.

o FBA, kiiltiire 2.5 pg/mL son konsantrasyonunda eklendigin-
de anlamli miktarda (0,425+0,058) mitojenik etki gostermesi
(P<0,01), bu bilesigin ruminantlarda ilk kez tespit edilen im-
miin potansiyel yoniinii ortaya koymaktadir.

¢ Bu sonuglar, Tq'nun ve FBA'nin, gelecekte yeni bir adjuvanin
gelistirilmesinde adjuvan bilesimine girebilecek bir aday madde
olabilecegi fikrimizi, ayrica dogrudan ve in vivo olarak immiin
uyarict amagl kullanilabilecegi hipotezimizi desteklemektedir.

Tesekkiir

Bu arastirma Selcuk Universitesi tarafindan desteklenmistir
(BAP No: 16401107).

Kaynaklar

Ahmad A, Husain A, Mujeeb M, Khan SA, Najmi Ak, Siddique
NA, Damanhouri ZA, Anwar F, 2013. A review on therape-
utic potential of Nigella sativa: A miracle herb. Asian Pac |
Trop Biomed, 3, 337-352.

Burits M, Bucar F, 2000. Antioxidant activity of Nigella sativa
essential oil. Phytother. Res, 14, 323-328.

Childerstone A], Cedillo-Baron L, Foster-Cuevas M, Parkho-
use RM, 1999. Demonstration of bovine CD8+ T cell res-
ponses to foot-and mouth disease virus. ] Gen Virol, 80,
663-669.

Dastjerdi MN, Mehdiabady EM, Iranpur FG, Bahramian H,
2016. Effect of thymoquinone on P53 gene expression and
consequence apoptosis in breast cancer celll line. Int ] Prev
Med, 7, 66.

Haq A, Abdullatif M, Lobo PI, Khabar KSA, Sheth KV, Al- Seda-
iry ST, 1995. Nigella sativa: Effect on human lymphocytes
and polymorphonuclear leukocyte phagocytic activity. Im-
munopharmacology, 30, 147-55.

Haq A, Lobo PI, Al-tufail M, Rama NR, Al-sedairy ST, 1999.
Immunomodulatory effect of Nigella sativa proteins frac-
tionated by ion exchange chromatography. Int ] Immunop-
harmacol, 21, 283-95.

Hossen M], Yang WS, Kim D, Aravinthan A, Kim J-H, Cho JY,
2017. Thymoquinone: An IRAK1 inhibitor with in vivo and
in vitro anti-inflammatory activities. Sci Rep, 7, 42995.
DOI: 10.1038/srep42995

Ilavarasi K, Kiruthiga PV, Pandian SK, Devi KP, 2011. Hydroxyt-
yrosol, the phenolic compound of olive oil protects human
PBMC against oxidative stress and DNA damage mediated
by 2,3,7,8-TCDD. Chemosphere, 84, 888-893.

Kaya MS, Kara M, Ozbek H, 2003. Cérek otu (Nigella sativa)
tohumunun insan hiicresel bagisiklik sisteminin CD3+,
CD4+, CD8+ hiicreleri ve toplam l6kosit sayis1 iizerine etki-
leri. Genel Tip Derg, 13, 109-112.

Lacetera N, Scalia D, Bernabucci U, Ronchi B, Pirazzi D, Nar-

Eurasian ] Vet Sci, 2018, 34,1, 1-6



Timokuinonun mitojenik potansiyeli

done A, 2005. Lymphocyte Functions in Overconditioned
Cows Around Parturition. ] Dairy Sci, 88, 2010-2016.

Majdalawieh AF, Hmaidan R, Carr RI, 2010. Nigella sativa
modulates splenocyte proliferation, Th1/Th2 cytokine
profile, macrophage function and NK anti-tumor activity. ]
Ethnopharmacol, 131, 268-275.

Medenica R, Mukerjee S, Huschart T, Koffskey ], Corbit W,
1993. Nigella sativa plant extract increases number and
activity of immune component cell in humans. Exper He-
matol, 21, 1186.

Norian R, Delirezh N, Azadmehr A, 2015. Evaluation of pro-
liferation and cytokines production by mitogen-stimulated
bovine peripheral blood mononuclear cellls. Vet Res Fo-
rum, 6, 265-271.

Salem ML, 2005. Immunomodulatory and therapeutic pro-
perties of the Nigella sativa L. seed. Int Inmunopharmacol,
5,1749-70.

Salem ML, Alenzi FQ, Attia WY, 2011. Thymoquinone, the ac-
tive ingredient of Nigella sativa seeds, enhances survival
and activity of antigen-specific CD8-positive T cells in vit-
ro. Br ] Biomed Sci, 68, 131-7.

Swamy SM, Tan BK, 2000. Cytotoxic and immunopotentiating
effects of ethanolic extract of Nigella sativa seeds. ] Eth-

Ugan ve ark.

nopharmacol, 2000, 70, 7-8.

Torres MP, Ponnusamy MP, Chakraborty S, Smith LM, Das S,
Arafat HA, Batra SK, 2010. Effects of thymoquinone in the
expression of mucin 4 in pancreatic cancer cells: implica-
tions for the development of novel cancer therapies. Mol
Cancer Ther, 9, 1419-1431.

Ucan US, 1997. T cells and cytokines in the lamina propria of
the pig. PhD Thesis, Bristol University, UK.

Uchimura E, Otsuka H, Okano H, Sakurai Y, Kataoka K, 2001.
Totally Synthetic Polymer with Lectin-Like Function: In-
duction of Killer Cells by the Copolymer of 3-Acrylami-
dophenylboronic Acid with N,N -Dimethylacrylamide. Bi-
otechnol Bioeng, 72, 307-314.

Umar S, Hedaya O, Agere S, Ahmet S, 2015. Thymoquinone
inhibits TNF-a induced pro-inflammatory mediators in
Rheumatoid arthritis synovial fibroblasts in vitro. FASEB
], 29, 393-398.

Waters WR, Palmer MV, Sacco RE, Whipple DL, 2002. Nitric
Oxide production as an indication of Mycobacterium bovis
infection in White-tailed deer (Odocoileus virginianus). ]
Wildlife Dis, 38, 338-3.

Wimer BM, 1996. Putative effects of mitogenic lectin therapy
corrobated by allo-activation data. Cancer Biother Radiop-
harm, 11, 57-7.

Eurasian ] Vet Sci, 2018, 34,1, 1-6






