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TIMOKINONUN RAT KARACIGERINDE Ki-67 EKSPRESYONU UZERINE
ETKIiSi

THE EFFECT OF THYMOQUINONE ON Ki-67 EXPRESSION IN RAT LIVER

Arif AKTURK ©1 Serife TUTUNCU 1

! Ondokuz Mayis Universitesi Veteriner Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali, Samsun, Turkey

OZET

Bu ¢alismada, agiz (gavaj) yoluyla uygulanan timokinonun rat karacigerlerindeki, hepatosit proliferasyonu iizerine olasi
etkilerinin in vivo olarak gosterilmesi amaglanmistir. Bu amagla hiicresel proliferasyonla iligkili bir niikleer protein olan
Ki67’nin immunohistokimyasal lokalizasyonu gosterilmistir. Caligmada 14 adet eriskin Sprague Dawley cinsi rat
kullanildi. Ratlar kontrol ve deney (10 mg/kg timokinon gavaj) olmak {izere iki gruba ayrildi. Timokinon uygulamasi 42
giin boyunca diizenli olarak yapildi. Belirtilen siireler sonunda ratlara servikal dislokasyon uygulandi ve karacigerleri
alinarak %10’luk tamponlu formaldehit soliisyonunda tespit edildi. Histolojik doku takibi prosediirleri uygulanarak
dokular parafin bloklara gdmiildii. Parafin bloklardan 5 p’luk kesitler alindiktan sonra Crossmon’in {iglii boyamas: ile
Karacigerin histolojik yapis1 incelendi. Immunohistokimyasal ydntemlerden Streptavidin-Biotin Peroksidaz yéntemi
uygulanarak, Ki67’nin immonuhistokimyasal lokalizasyonu gosterildi. Kontrol ve timokinon uygulama gruplarina ait
karaciger preparatlar1 ayrintili olarak incelendiginde; hepatositlerin, damarlarin ve kanal sisteminin normal histolojik
yapida oldugu belirlendi. Karacigerde normal lobul yapis1 gézlenirken, kontrol ve timokinon uygulama gruplari arasinda
herhangi bir farklilik tespit edilmedi. Immunohistokimyasal boyamalar degerlendirildiginde, kontrol ve timokinon
uygulama gruplarinin hepatositlerinde ve damar duvarlarinda farkli yogunlukta immun pozitif reaksiyonlar gozlendi.
Kontrol grubunda vena sentralise yakin bolgelerdeki hepatositlerin sitoplazmasinda yogun olarak gdzlenirken perifere
dogru reaksiyonlarin azaldig1 gézlendi. Timokinon uygulama grubunda ise immun reaksiyon siddetinin belirgin derecede
azalmus oldugu tespit edildi. Sonug olarak, bu ¢alisma, karaciger dokularinda Ki67 nin lokalizasyonunu ve ekspresyonunu
in vivo olarak gostermekte ve timokinon-Ki67 etkilesimini analiz etmektedir. Kontrol ve timokinon uygulama gruplarinda
Ki67 ekspresyonunun gézlenmesi ancak timokinon uygulama grubunda belirgin sekilde azalmasi, diisiik doz timokinon
uygulamasinin Ki67’yi inaktive etmedigini ve hiicrelerde proliferasyonu durdurdugunu diisiindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: Immunohistokimya, karaciger, Ki-67, rat, timokinon.

ABSTRACT

The aim of this study, was evaluation of the possible effects of orally administered thymoquinone on hepatocyte
proliferation in rat livers as in vivo. For this purpose, immunohistochemical localization of Ki67 which is nuclear protein
associated with cellular proliferation, has been demonstrated. In this study, 14 adult Sprague Dawley rats were used. The
rats were randomly divided into two groups (n=7 each) as control and experimental (10 mg/kg thymoquinone gavage).
Thymoquinone administration was done regularly during 42 days. The rats in all groups were sacrificed after stated time
and their livers tissues were excised immediately. The livers fixed in %10 buffered formaldehyde solution for histological
examination. Following this, they were blocked in paraffin after undergoing routine tissue tracking procedures. Paraffin
sections 5p thick were prepared and stained with Crossman’s trichrome for examination of histological stracture of livers.
Ki67 immunreactivity localization was determined in livers by using Streptavidin-Biotin-Peroxidase method. When the
liver preparations belonging to both groups were examined in detail, it was determined that the hepatocytes, vessels and
duct system had a normal histological structure. While normal lobule structure was observed in the liver, no difference
was detected between the groups. When immunohistochemical staining was evaluated, different intensity of immune
positive reactions were observed in hepatocytes and vessel walls in each both groups. Peripheral rections were observed
yo decrease while the reaction was observed intensively in the cytoplasm of hepatocytes located around the v.centralis in
control group. In our study, we were shown the localization and expression of Ki67 as in vivo in liver tissues. We were
analyzed the thymoquinone-Ki67 interaction. Ki67 expression was observed in all groups, however its substantially
reduce in the experimental group suggests that low-dose thymoquinone administration did not inactivate Ki67 and stopped
proliferation in cells. It was found that the severity of the immune reaction was significantly reduced in the experimental
group.

Keywords: Immunohistochemistry, liver, Ki-67, rat, thymoquinone.
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GIRIS

Son zamanlarda saglik agisindan risk tagimayan ve asir1 yan etkisi bulunmayan, tedavi ve destek amagh
kullanilacak, bitki kokenli besinlerin giinliik olarak kullanimi artmistir. Antik ¢aglardan beri g¢esitli
bitkiler degisik rahatsizliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Ayni1 sekilde giiniimiizde de bitkilerle
tedavi yapilmakta ve bunlara bagli sanayi yildan yila hizla biiyiimektedir (Paarakh 2010:409-429). Gida
takviyesi olarak kullanilan bitkilerden bir tanesi de halk arasinda ¢orek otu olarak bilinen Nigella
sativa’dir. Ranunculacea ailesine ait Nigella sativa, gida katki maddesinin yaninda baharat olarak
kullanilmaktadir. Corek otunun Onemli oOzelliklerinden biri, bilesiminde bulunan maddelerin
immunomodiilator (thymoquinone) etkisidir. (Salem 2005:1749-1750; Al-Ali ve ark. 2008:25; Kenawy
ve ark. 2014:56-60). Yillar nce, ¢orek otunun insanlarda immun cevabi artirabilecegine dair ¢aligmalar
yapilmaya baslanmustir. Son zamanlarda daha kapsamli yapilan ¢alismalar ile ¢orek otunun tiim
ekstraktlarinin immunomodiilator etkisi ve protein yapisi in vitro olarak analiz edilmistir (Guyton-Hall
2001:402-413). Corek otu taneleri; %36-38 yaglardan, proteinlerden, alkaloidlerden, saponinden ve
%0.4 -2.5 yag asitlerinden olusmaktadir. Yaglarin ¢ogunlugunu doymamus yag asitleri olusturur.
Yapisinda bir ¢ok komponent igermesine ragmen ana etken madde timokinon’dur (%27.8- %57)
(Hosseinzadeh-Parvardeh 2004:56-60). Corek otunun biyolojik aktif bilesikleri arasinda timokinon,
timohidrokinon, ditimokinon yer almaktadir (Randhawa-Alghamdi 2011:1075 ; Ghosheh ve ark.
1999:757-758). N.sativa bitkisinin tohumlarindan elde edilen timokinonun yararl etkileri gegmisten bu
yana merak uyandirmaktadir ve bilim diinyasini1 bu konuya yonlendirmektedir. Timokinonun giiniimiize
kadar antikanserojenik (Kaseb ve ark. 2007:7782), antitiimoral (Badary 1999:135-137), antibakteriyel
(Halawani 2009:148) , antioksidatif (Badary ve ark. 2000:219) ,hipoglisemik (Badary ve ark. 1998:56,
Badary 1999:135-137), analjezik ve antienflamatuvar (Abdel-Fattah ve ark. 2000:89), karacigeri
koruyucu etkileri (Al-Gharably 1997, Mansour 2000:283, Alsaif 2007:1164, Nagi-Almakki 2009:1295)
ve viicudun pek ¢ok sistemine yararli etkileri, yapilan ¢alismalar ile bildirilmistir. Yapilan literatiir
taramalar1 sonucunda timokinon ve hiicre proliferasyonu belirtecleri ile ilgili ¢ok fazla makaleye
rastlanilmamuistir.

Ki-67 nukleusta kromatin ve mitoz asamasinda kromatid yapist ile ilintili olan bir proteindir
(Sawhney-Hall 1992:162). Organizmada canli ve proliferasyon yetenegine sahip tiim hiicrelerde
bulunmaktadir. Siklus fazina gore antijen miktar1 ve dagilimi degisiklik gostermektele birlikte GO harig
hiicre siklusunun G1, S, G2 ve M fazlarinda bulunan niikleer bir proteindir (Dagli 2006:94). Ki-67
normal ve neoplastik dokularda hiicre proliferasyonunu 6l¢mede yaygin olarak kullanilmaktadir (Dagh
2006:94). S fazinda Ki67 antijen ekspirasyonu artmaya baglamakta G2 ve M fazlarinda pik yapmaktadir.
Gl fazinin ge¢ donemlerinde periniikleer yerlesime sahipken S fazinda niikleoplazma igerisinde
homojen olarak dagilmistir. G2 fazinda ise ince graniiler tarzda dagimik sekle sahip olup periniikleer
yerlesimli boyanma s6z konusu olmaktadir. Mitozun profaz ve metafaz fazlarinda boyanma
perikromozomal olarak bulunmakta; profaz asamasinda niikleoplazmik ve metafaz asamasinda
sitoplazmik boyanma izlenmektedir. Anafaz asamasi sonrasinda boyanma giderek azalmaktadir (Bozlu
1998:9-11).

Bu ¢alismanin amaci, ratlara diisiik doz uygulanmis timokinonun, metabolik aktivitesi yiiksek
olan karacigerdeki Ki-67 ekspresyonuna olasi etkilerinin histokimyasal ve immunohistokimyasal olarak
incelenmesidir.

MATERYAL VE METOT

Caligmamiz Ondokuz Mayis Universitesi biinyesinde bulunan Deney Hayvanlari Uygulama ve
Arastirma Merkezi ve Veteriner Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda
yiirtitiildii. On dort adet Sprague Dawley cinsi yetigkin disi rat calisma materyali olarak kullanildi. Ratlar
rastgele yediserli iki gruba ayrildi. Deney ve kontrol grubundaki ratlar ad libitum, pelet seklindeki
standart rat yemi ile beslenerek, icme suyunu serbest tiiketerek ve 12 saat aydinlik/12 saat karanlik
periyodunda, 21-23°C sicaklik ve %50-60 nem igeren ortamda bakildi. Calisma kirk iki giin boyunca
devam etti. Uygulama Oncesi ratlarin kilolar tartilarak uygulanacak timokinon miktar1 belirlendi.
(Ondokuz May1s Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu, Deneysel Onay No: 2015/51).
Deney grubundaki ratlara timokinon diizenli olarak her giin 10 mg/kg dozda gavaj sonda yoluyla oral
olarak uygulandi. Kontrol grubuna ise herhangi bir uygulama yapilmadi. Kirk iki giin sonunda tim
gruplardaki ratlara ketamin+ksilazin anestezi verilerek servikal dislokasyon yontemi uygulandi.
Servikal dislokasyon uygulamasi sonrasi karacigerleri ¢ikarildi %10 ‘luk formaldehit soliisyonunda
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tespiti edildi. Rutin doku takibi prosediirleri uygulanarak, dokular parafin bloklara gémiildii. Parafin
bloklardan 5 p’luk kesitler alindiktan sonra normal histolojik yapinin incelenmesi i¢in Crossmon’n {i¢lii
boyama teknigi uygulandi. Ayrica parafin bloklardan alinan 5 p’luk doku kesitlerinde Ki67 nin varligi
immunohistokimyasal yontemlerden streptavidin-biotin-kompleks yontemi kullanilarak gosterildi.

Elde edilen preparatlar Nikon E-80I arastirma mikroskobu altinda ve Nikon digital-sight
goriintiileme sistemi ile fotograflandi. Immunohistokimyasal degerlendirmeler boyanmama (-), zayif
boyanma (+), orta siddette boyanma (++) ve siddetli boyanma (+++) 6zelliklerine gore 0°dan 3’e kadar
degerler verilerek yapildi.

Immunohistokimyasal Boyama Yo6ntemi

Parafin bloklardan 5 um ‘lik kesitler alindi. Alinan kesitlerde Ki67’ nin varligi immunohistokimyasal
yontemlerden streptavidin-biotin-kompleks yontemi kullanilarak gosterildi. Immunohistokimyasal
boyamada rabbit poliklonal Ki67 primer antikoru (abcam, ab16667) kullanilarak immunohistokimya
teknigi ile boyandi. Sekonder antikor olarak Mouse and Rabbit Specific HRP/DAB (ABC) Detection
IHC kit (ab64264) kullanildi. Kesitler deparafinize edildikten sonra proteoliz i¢in Sitrat Buffer (pH:6)
soliisyonu igerisinde, 700 watt’lik devirde, 3x5dk mikrodalga firinda 1sitma islemine tabi tutuldu. Daha
sonra endojen peroksidaz aktivitesini onlemek icin, dokular %3’liikk hidrojen peroksit soliisyonunda
inkiibe edildi. Fosfat tampon soliisyonu (PBS) ile yikamayi takiben spesifik olmayan protein
baglanmalarmi 6nlemek amaciyla, kit igerisindeki bloking serum damlatildi. Daha sonra kesitlere 1/750
dilisyonunda primer antikor damlatilarak +4 °C’de 1 gece bekletildi. Bu arada negatif kontrol grubu
dokular1 iizerine sadece PBS soliisyonu damlatildi. Yikama islemini takiben kesitlere biotinlenmig
sekonder antikor damlatildi ve yikama isleminden sonra streptavidin-HRP komplekste inkiibe edildi.
Son agsamada kromojen olarak 3,3’- diaminobenzidine (DAP) kullanildi ve hematoksilen ile zit boyama
yapilarak preparatlar entellan yapistirici ile kapatildi. Immunhistokimyasal degerlendirme; Karaciger
dokusu epitel hiicreleri, remark kordonlart ve sinuzoid epitel hiicrelerinin boyanma yogunluguna
bakilarak yapildi. degerlendirme bagimsiz gozlemciler tarafindan boyanmama (-), zayif boyanma (+),
orta siddette boyanma (++), siddetli boyanma (+++) d6zelliklerine gore 0'dan 3'e kadar deger verilerek
yapild.

BULGULAR

Histolojik Bulgular

Karaciger dokusu incelendiginde; organin distan fibréz bir kapsiille sarili oldugu belirlendi. Karaciger
hepatositlerinde, damarlarinda ve kanal sisteminde normal histolojik yapmin varligi belirlendi.
Karacigerde normal lobul yapisi gozlenirken, gruplar arasinda herhangi bir farklilik belirlenmedi (Sekil

3).

C - D
Sekil 1. Tiim Gruplara Ait Karaciger Dokusu, Crossman trikrom boyamast
A. Kontrol grubu X20, B. Kontrol grubu X40, C. 10 mg/kg oral (timokinon) X20, D. 10 mg/kg oral (timokinon)
X40
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Immunohistokimyasal Bulgular
Yapilan degerlendirmeler sonucunda karacigerde farkli siddetlerde immun pozitif reaksiyonlar
gbzlendi. Immunpozitif reaksiyonlarin hepatositlerde ve sinuzoidlerin ¢evresinde farkli siddetlerde

oldugu saptandi. Karaciger dokusunda kontrol grubunda reaksiyon siddetinin deney grubuna oranla
daha yogun siddette oldugu tespit edildi. (Sekil 2,3, Tablo 1).
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Sekil 2. Ki67 immunohistokimyasal ekspresyon kontrol grubu
A: Kontrol grubu x20, B: Kontrol grubu x10 Ki67/immunohistokimya, C: Kontrol grubu x40, D: Kontrol grubu
x40
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Sekil 3. Ki67 immunohistokimyasal ekspresyon kontrol grubu
A: Deney grubu x40, B: Deney grubu x20, C: Deney grubu x40, D: Deney grubu x40

Tablo 1. Ki-67’nin immunohistokimyasal reaksiyon siddetleri kontrol ve timokinon uygulama
gruplarindan elde edilen dokulara ait boyanma diizeyleri”

Kontrol grubu Deney grubu (10 mg/kg) oral timokinon
(n=7) (n=7)
V.sentralis ¢gevresindeki ++ +
hepatositler
Sinuzoid epiteli ++ -
+++ : yogun diizeyde reaksiyon, ++: orta diizeyde reaksiyon, + :diisik diizeyde reaksiyon , - : reaksiyon yok

“Ki-67’nin immunohistokimyasal reaksiyon siddetleri kontrol ve timokinon uygulama gruplarindan elde edilen dokulara ait boyanma diizeyleri
yiizdesel olarak belirlenmistir. Belirlenen boyanma diizeyleri ortalama + / - standart sapma olarak ifade edilmistir.
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TARTISMA

N. sativa L. tohumunun ugucu yagindan elde edilen timokinonun igerdigi fenolik bilesiklerden ve faydali
farmakolojik etkileri nedeni ile geleneksel olarak ve tipta tedaviye destek olarak yaygin kullanimi s6z
konusudur. Timokinonun yiiksek antioksidan 6zellige sahip ana aktif fenolik bir bilesik icermesinden
dolayi birgok ¢alismada antienflamatuar, antimikrobiyal ve antikanserojen vb. gibi faydali etkilere sahip
oldugu ileri siiriilmektedir. Timokinon yillardir geleneksel tipta kullanilmasinin ardindan giintimiizde
alternatif tipta da yer almaktadir.

Fitoterapi tizerine yapilmus bir ¢alismada artan sentetik ila¢ kullaniminin olusturdugu yan etkiler
sonucu hastalarin bir kismu klasik tibbi destegin yaninda fitoterapiyi ya da bitkisel kdkenli baska bir
alternatif tibbi yonteme yonelirken diger bir kismi ise klasik tibbi yaklasimi reddederek tamamen
bitkisel kokenli tedavileri tercih ettikleri bildirilmektedir (Sarisen-Caligkan 2005:183). Sarigsen ve
Caligkan (2005) yapmis olduklar1 ¢aligmalarinda bitkisel iiriinlerin kronik karaciger hastalari tarafindan
tercih edilme yilizdesinin %21’ lere dayandigimi s6ylemislerdir (Sarisen-Caliskan 2005:182). Karbon
tetrakloriir ile karaciger fibrozisi olusturulmus ¢aligmada timokinonun antioksidan etkinligi sayesinde
karaciger koruyucu etkinligi gosterilmistir (Giillii-Giilcan 2013:57). Lee ve ark. (2019) yapmis
olduklari ¢alismalarinda, Pinus densiflora ekstraktinin uygulandigi erkek Sprague Dawley cinsi ratlarda
hepatektomi uygulamasi sonrasinda karacigerlerde Ki-67 ekspresyonunda artig oldugunu bildirmisler
(Lee ve ark. 2019:34). Mansour ve Nagi’nin Karaciger enzim diizeyleri yiiksek olan farelerde yaptiklari
bir caligmada ise icme suyuna katilan 16 mg/kg/gilin dozda uygulanan timokinonun iyilestirici etkisi
ortaya konulmustur (Nagi-Mansour 2000:287). Kanser iizerine yapilan bagka bir ¢aligmada ise kanser
tedavisinin progresyonu ve tedavinin degerlendirilmesi iizerine yapilan bir ¢alismada proliferasyon
belirteci olan Ki-67’ nin hizla kontrolsiiz ¢ogalan insan kanser hiicrelerinde hastaligin teshisi ve
tedavinin seyri ile ilgili bilgi verdigi belirtilmistir (Scholzen-Gerdes 2000:311). Bu ¢alismaya gore Ki-
67’ nin boliinme yetenegi fazla olan hiicrelerde yiiksek diizeyde ekspresyonu saptanmaktadir.
Calismamizda ise, deney gruplarindaki Ki-67 immunoreaksiyonun azalmasi belirtilen ¢alismalar ile
paralellik gostermemektedir (Scholzen-Gerdes, Lee).

SONUC

Calismamizda diisiik doz timokinon uygulanmis rat karaciger dokularinda in vivo olarak Ki-67
lokalizasyonu gosterildi. Ki-67 ekspresyonunun timokinon ile arasindaki etkilesim incelendi. Kontrol
ve timokinon uygulama grubunda Ki-67 ekspresyonu gozlemlenirken diisiik doz timokinon uygulanan
deney grubunda ekspresyonun azalmasi timokinonun Ki-67 liretimini engellemedigini ancak hiicrelerde
proliferasyonu azalltigimi akla getirmektedir ilaveten ¢alismanin sonucglarini daha dogru veriler ile
desteklemek i¢in konu iizerinde ileri yontemlerin kullanilmasi1 ve daha fazla ¢alisma yapilmasina ihtiyag
oldugu diistiniilmektedir.
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