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Glukokortikoid ile olusturulan insiilin direncinde timokinonun
karaciger DNA hasarinin tamiri ve molekiiler yolaklar
uzerindeki etkileri
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OZET

Amac: Bu calismada, insilin direncine bagh
olarak meydana gelen doku hasarinin onlenmesinde
veya tamir edilmesinde cok sayida etken maddenin
roli molekiiler diizeyde incelemektedir. Bu calisma,
Nigella sativa’nin baslica etken maddesi olan ve pek
cok yararli etkisi bilinen timokinonun (TK) deneysel
instilin direncinde karaciger dokusundaki DNA hasarinin
tamiri ve bazi molekiiler yolaklar lizerindeki etkilerinin

degerlendirmesi amaciyla yapilmistir.

Yontem: Bu calismada, glukokortikoid ile induklenen
instlin direnci modeli olusturulmustur. Kontrol (K) 7
adet, Insiilin Direnci (iD) 7 adet, Timokinon (TK) 7 adet,
timokinon ile korunma (TKI) 7 adet ve tedavi (ITK) 7 adet,
tedavi kontrol icin insiilin direnci+metformin (iM) 5 adet
olmak lizere toplam 40 adet rat kullamlmistir. Calisma
sonucunda karaciger dokusunda metabolik genlerin
(antioksidan: Gpx, Sod, nekrotik: Rip1, Rip3, otofajik:
Atg3 Atg5, apoptotik: Kaspaz 3 Kaspaz 8 Kaspaz 9, DNA
hasarini onaran: KU70, KU80, TP53) ekspresyon seviyeleri,
Real-time gPCR yontemi

ile belirlenmistir. Gruplar

ABSTRACT

Objective: This study investigates the role of various
compounds in the prevention or repair of tissue damage
associated with insulin resistance at the molecular
level. It aims to evaluate the effects of thymoquinone
(TK), the principal active compound of Nigella sativa
known for its numerous beneficial effects, on DNA
damage and some molecular pathways in experimental

insulin resistance.

Methods: The insulin resistance model was induced
using glucocotiocoids. A total of 40 Wistar-Albino rats
were utilized, comprising 7 in the control (C) group, 7
in the insulin resistance (IR) group, 7 receiving TK, 7
protection with TK (TKIR), and undergoing treatment
with TK (IRTK) and 5 for tretament control with insulin
resistance plus metformin (IM) groups. Expression
levels of metabolic genes (antioxidant: Gpx, Sod;
necrotic: Rip1, Rip3; autophagic: Atg3, Atg5; apoptotic:
Caspase 3, Caspase 8, Caspase 9; DNA repair: KU70,
KU80, TP53) in liver tissue were determined using Real-

time qPCR. Differences between groups were assessed

arasindaki farklilk kontrol grubunun ekspresyonun by comparing fold changes in expression against the
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artis-azalis kat (fold changes) sayisi ile karsilastinlip
degerlendirilmistir. Istatistiksel analizler SPSS program
ile gerceklestirilmistir.

Bulgular: DNA hasarin1 onaran KU70 ve KU80 gen
ekspresyonlar, TK verilen gruplarda artis gostermistir.
TP53 geni | grubunda belirgin bir artis gosterirken, tedavi
icin TK verilen grupta azalmistir. Apoptotik Kaspaz8 geni
ekpresyonu ID grubunda artmis, TK verilen gruplarda
azalmis, Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 gen ekspresyonlarinda
ise onemli bir farklilk saptanmamistir. Antioksidan
(Gpx1,Sod1)

arasinda anlamli bir fark gorilmemistir. OtofajikAtg5,

gen ekspresyonu bakimindan, gruplar
nekrotikRip1 ve Rip3 genlerinin ekspresyonu | grubunda
artarken, TK verilen gruplarda azalmistir.

Sonug: Sonuc olarak TK’nun, insilin direncini
azaltma, glukoz toleransim iyilestirme ve pankreatik
B-hiicre fonksiyonlarin1 destekleme gibi etkilerinin;
antioksidan ozelliklerinin yani sira, KU70 ve KU80 genleri
araciligr ile DNA onarirmim attirmasi, antiapoptotik
genleri upregiile etmesi ve otofajik ve nekrotik yolaklan
inhibe etmesi gibi mekanizmalardan kaynaklanabilecegi
sonucuna vanlmistir. Bu bulgularin, insilin direncine
bagli komplikasyonlarin tedavisi ve onlenmesinde TK’nun
karaciger koruyucu etkisinin biyokimyasal temellerini

anlamada yararli bilgiler saglayabilecegi distiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: insiilin direnci, timokinon,

karaciger, DNA hasari, DNA tamiri, molekiiler yolaklar

control group. Statistical analysis was performed using
SPSS.

Results: The expression levels of DNA repair and
damage genes KU70 and KU80 increased in the groups
receiving TK. The TP53 gene exhibited a significant
increase in the IR group but decreased in the TK
treatment group. Apoptotic Caspase 8 gene expression
was elevated in the IR group and reduced in the TK
groups, while no significant differences were observed
for Caspase 3 and Caspase 9 expression. No significant
differences were noted in antioxidant gene expression
(Gpx1, Sod1) among the groups. Autophagic Atg5, and
necrotic Rip1 and Rip3 gene expressions increased in the

IR group but decreased in the TK groups.

Conclusion: The results suggest that TK may
reduce insulin resistance, improve glucose tolerance,
and support pancreatic B-cell functions through
mechanism including enhancing DNA repair via KU70
and KU80, upregulating antiapoptotic genes, and
inhibiting autophagic and necrotic pathways. These
results could provide valuable insights into the
biochemical basis for the hepatoprotective effects
of TK in the treatment and prevention of insulin

resistance-related complications.

Key Words: Insulin resistance, thymoquinone, liver,

DNA damage, DNA repair, molecular pathways

GIRIS

insiilin direnci (iD), hiicrelerin insiiline normalden
daha az duyarli olmasi nedeniyle kan glukozunun
yukselmesi ve pankreasin fazla miktarda insilin
Uretmesine ragmen hiicrelerin bu insiiline yeterli
yanmt vermemesi durumunu ifade etmektedir.
insiilin direnci, metabolik sendrom olarak bilinen
hiicresel ve klinik sorunlara

cesitli metabolik,

(hipertansiyon, yliksek plazma trigliserid, distik HDL,
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hiperinsiilinemi, Tip 2 diyabet, koroner kalp hastalig
ve damar anormallikleri vs) neden olur. Hiicrelere
zarar veren reaktif oksijen tiirlerinin fazlaligi, insilin
etiyolojik
faktor olup, kas, karaciger ve yag dokusunda insiilin

direncinin patogenezinde onemli bir
direncinin gelismesini
birikimiyle olusan bir tur hiicresel strese yol acar (1-4).

TK, (Nigella
bulunan ve geleneksel tibbi degere sahip aktif bir ana

kolaylastiran maddelerinin

corek otu sativa) tohumunda

bilesiktir. Iyi bilinen antioksidan, antiinflamautuvar,



antiobezite, antihipertansif, antihiperlipidemik ve
antidiyabetik otofajik 6zelliklerininyaninda, diyabette
hiperglisemi, hiperinsiilinemi, hiperlipidemi, insilin
direncini onemli 6lcude onlemesi sayesinde insulin
direncinin yonetiminde alternatif bir dogal ilag
olarak kullanilabilecegine dair gorisler vardir (5-9).

TK’un
adaciklarin biitiinligiinin korunmasi, glukoz-insilin

antidiyabetik  etkilerini,  pankreatik

homeostazisi, lipid metabolizmasi, hepato-renal
fonksiyonlarn  ve
(10),

antioksidan,

histomorfolojisini  iyilestirerek
etkilerinin,
antifibrotik,

antikanserojenik

gosterirken hepatoprotektif

guiclu antiinflamatuar,
antiapoptotik/proapoptotik  ve
ozelliklerinden kaynaklandig1 (11) distiniilmektedir.

Bu calisma; deneysel insiilin direncinde karaciger
dokularindaki DNA hasarimin tamiri ve molekiler
yolaklar (apoptotik, otofajik, nekrotik, oksidatif yolak)
Uzerine, tedavi ve korunma icin TK uygulanmasinin,
etkisinin arastirilmasi

amaciyla planlandi.

GEREC ve YONTEM

“Glukokortikoid
direncinde

Bu calismada, ile induklenen

insulin timokinonun  vitamin D
metabolizmas1 Uzerine etkisi” isimli yiksek lisans
kullanildi.

instilin direnci tanmis1 konulmasinda da bu tezden

tezinden saglanan karaciger dokulan

alinan degerler kullanildi (12).
Deney hayvanlan

Calisma icin, Van Yiiziincii Y1l Universitesi Deneysel
Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden agirliklar1 150
ile 200 gr arasinda degisen 40 adet Wistar-Albino
erkek sican saglandi. Ratlar deneme siiresince 12 saat
karanlik/aydinlik, sicakligi 22 + 2 °C olarak ayarlanmis
odalarda surekli olarak yem ve taze su bulunan
kafeslerde barindirildi.

Deneme gruplarinin hazirlanmasi(12)

1. Grup (Kontrol-K): Rastgele secilen yedi adet
rat kontrol grubu olarak ayrildi. Bu grubun ilk kan
glukoz diizeyi kuyruktan alinan kanda tespit edildi.
intraperitoneal (i.p) yoldan 7 giin boyunca serum

fizyolojik enjekte edilip son 7 giin gavaj ile aycicek
yag verildi.

2. Grup (insiilin Direnci-i): Yedi adet rata 7 giin
boyunca deksametazon 1mg/kg/gun (i.p.)uygulandi.

3. Grup (Timokinon-TK): Yedi adet rattan olusan
gruba 7 giin boyunca agiz gavaji ile TK 10mg/kg/giin
olarak uygulandi.

4. Grup (Timokinon+ insiilin direnci-TKi): Yedi
adet rata 7 gin siresince agiz gavaji ile TK10 mg/
kg/gin (i.p.) uygulandi. Daha sonra 7 giin boyunca
intraperitoneal olarak enjeksiyonla deksametazon
1mg / kg / giin uygulandi.

Timokinon-iTK):
Yedi adet rattan olusan gruba 7 giin suresince
deksametazon 1mg/kg/gun (i.p.) uygulandi. Daha
sonra 7 gin boyunca agiz gavaji ile TK 10mg/kg/giin

5. Grup (insiilin direnci+

verildi.

6. Grup (insiilin direnci+metformin-iM): Bes
adet rattan olusan gruba 7 giin boyunca deksametazon
1mg/kg/gun (i.p.) uygulandi. Toz haldeki metformin
(40 mg/kg/giin) seklinde suda eritilerek, agiz gavaji
ile 6 guin verildi ve deneme 10. gline tamamlandi.

Butun gruplarda, son uygulamanin yapilmasindan
2 saat sonra kuyruk veninden alinan kan orneklerinde
glukoz dizeyleri saptandi (Biyosensor glukoz olcum
cihazi ve stripleri, Lifechek, Tirkiye).

Karaciger dokularinin toplanmasi

Steril ortamda, sakrifiye edilen ratlardan steril
bisturi ve pens yardimiyla alinan yaklasik 200 mg
karaciger dokusu 2 ml steril RNAaz free tiiplere
konulduktan sonra, Uzerini kaplayacak kadar RNA
stabilizator konuldu.

Doku homojenatinin hazirlanmasi

Dokulardan 80 mg kadan steril tiplere alindi.
Dokularin uzerine 0,2 ml steril fosfat tamponu
eklenerek homojenize edildi. Homojenize edilen
dokular 1500 rpm’de 4 °C derecede sicaklikta santrifij
edildi. Tupun uUstinde kalan sivi kisim atildi ve hemen

total RNA izolasyon asamasina gecildi.
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insiilin direncinin hesaplanmasi (13)

Kan sekeri (FUJI DRI-CHEM NX500, Japonya),
serum insulin duzeyleri (Rat INS ELISA Kiti- USBN
Kod No: CEA448Ra) olculerek elde edilen sonuclara
gore insiilin direnci hesaplandi.insiilin direncinin
hesaplanmasi, asagidaki formiile gore yapildi.

HOMA IR= Plazma glukoz (mg/dL) x aclik plazma
insullin (mu/L)/405.

RNA eldesi ve cDNA izolasyonu

Karaciger orneklerinden total RNA izolasyon
protokoliine gore (geneAll, Gliney Kore) RNA eldesi
yapildi. Uygun olcim sonucunda Total mRNA’dan
High-Capacity cDNA ReverseTranscription izolasyon
kiti (WizScriptTM cDNA Synthesis) kullanilarak cDNA

sentezi gerceklestirildi.
Komplementer DNA (cDNA) sentezi

WizScriptTM cDNA Synthesis Kit protokoliine gore,
cDNA karisimi 200 pl’lik PCR tiplinde hazirlandr (Her
bir tupte 10 pl olacak sekilde karisim hazirlandi). gDNA
eliminasyonu yapilmis RNA’lar 10’ar pl alinarak diger
tiplere eklendi. Qiagen Rotor-Gene Q Software-Run
cihazi ile reverse transkripsiyon asagidaki programa
gore gerceklestirildi.

cDNA  sentezinde  kullanmlan  uygulamanin
sicakliklar ve sureleri; 25°C’de 10 dk, 37°C’de 120
dk, 85°C’de 5 dk, 25°C’de 1 dk, olarak ayarlandi.

RT-PCR analizleri

Tim gruplarda rat karaciger dokusundan elde
edilen RNA izolasyon iirtinlerinde genlerin ekspresyonu
Elde edilen cDNA'lar
kullanlarak tablo 3’de primer sekans dizilimleri

real time-PCR ile belirlendi.

verilen hedef genlerin mRNA transkripsiyon diizeyleri
belirlendi. Her bir gene ait primerlerin uygun
optimizasyon sartlan belirlendi. RT-qPCR reaksiyonu
ROTOR-GENE Q (Qiagen,

gerceklestirildi. Nekrotik hiicre 6limiiyle baglantil

Germany) cihazinda

olan Rip1 ve Rip3 geni; otofajik hiicre olumiyle

baglantili olan Atg3 ve Atg5 genleri; apoptotik hiicre
olimiiyle baglantili olan Kaspaz -8, Kaspaz -9, Kaspaz
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-3 genleri ve DNA hasarin1 onaran KU70, KU80 ile
timor onleyici TP3 genlerinin transkripsiyon diizeyleri
belirlendi. Ekspresyon analizlerinde kontrol geni olarak
Aktin Beta (ACTB) kullamldi. Calismada amplikasyon
tespiti icin SYBR Green master mix (WizpureTM qPCR
Master) kullanildi. Her bir 6rnek 3 bagimsiz tekrar ile
tekrarlandi, bir ct (cycletreshold) amplifikasyonlarin
logaritmik fazinin baslangici itibariyle belirlendi.
Ekspresyon analizlerinde genlerin drunleri 2-AACt
degerleri ile belirlendi. Gruplar arasindaki farklilik
kontrol grubunun ekspresyonun artis-azalis kat (fold
changes) sayisi ile karsilastinlip degerlendirildi.
Qiagen Rotor Gen model gercek zamanli-gPCR
cihazi kullamlarak cogaltildi. WizpureTM gPCR Master
(SYBR) protokoliine gore, her birdrnek icin asagidaki
Real-time PCR’da kullanilan
karisimin bilesenleri ve miktarlarn; Mastermix 10pl,

karisim  hazirland.

Forward Primer 2pl, Reverse Primer 2pl, Su (Nukleaz-
Free) 5ul, cDNA 1pul olarak yapildi.

Asagida RT-PCR analizinde kullanilan hedef
genlerin forward ve reverse primerlerine ait baz
dizilimleri verildi (Tablo 1).

Hazirlanan 200 pl PCR tipleri Real-time PCR
cihazinda (Qiagen, Rotorgene, USA) ilgili cDNA’lar
cogaltildr.

istatistik Analiz

Elde edilen veriler; Ortalama, Standart Sapma,
Minimum ve Maksimum deger olarak ifade edilmistir.
Bu ozellikler icin gruplan karsilastirmada Tek Yonlu
Varyans analizi yapilmistir. Varyans analizini takiben
farkli gruplan belirlemede, Tukey coklu karsilastirma
testi kullamlmistir. Bu ozellikler arasindaki iliskiyi
belirlemede, genel ve gruplarda ayrn ayri olmak
Uzere Pearson korelasyon katsayilar hesaplanmistir.
Hesaplamalarda
olarak alinmis ve hesaplamalar icin SPSS (ver: 22)
istatistik paket programi kullanmlmistir.

istatistik anlamllik dizeyi %5

Bu calisma, Van Yizinci Yl Universitesi

Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun onayi ile
(Tarih:25.04.2024,

gerceklestirilmistir Karar no:

2024/04-07).



Tablo 1. Ekspresyon analizinde kullanilan primerler ve dizilimleri

Genler Forward (5°’-3’) Reverse (5°-3’)
Kaspaz P3 CGAAACTCTTCATCATTCAGG GAGCATTGACACAATACACGG
Kaspaz P8 GATGTCCTGGTGCTATTTCAGAG CCTCCTTGTCCATGTCTTCTG
Kaspaz P9 TCTCACACCAGAAACACCCA GTCGTTCTTCACCTCCACCA
ATG3 GGGAAGAATTGAAAGTGAAGG TGAACTGAACACATAGGAGG
Atg5 CTATTTGACGCTGGTAACTGAC CTGATGTGAAGGAAGTTGTCTGG
Rip1 CTTCAGCACCTAGCTCCGTC TGTCCAGGTCTTTCCTCTCCA
Rip3 CCATCCAGACCCAACAAGAG GACGAAGATTCACCATAGCC
Gpx1 TCCACCGGTATGCCTTCTC TCTCTTCATTCTTGCCATTCTCC
Sod1 GCTTCTGTCGTCTCCTTGCT CATGCTCGCCTTCAGTTAATCC
TP53 CTGGACGACAGGCAGACTTT GTCCCGTCCCAGAAGATTCC
KU70 GCCCACCCTCTTCTGTCC GGGCTCTGCTCCTCCTCT
KU80 ACAGAAGACCACGACTCCAG AGTTGCTGAAGACTCTCGCT
GAPDH AACCCATCACCATCTTCCAG GCCATCCACAGTCTTCTGAG
BULGULAR KU70 gen ekspresyonu korunma icin TK(TKI)

Calisma sonunda belirlenen HOMA-IR verileri
asagidaki tabloda verildi (Tablo 2).

Calisma sonucunda elde edilen veriler asagida
degerleri de Goktug
(2022)’un yuksek lisans tezinden alinmistir (Tablo 5).
HOMA-IR duzeyleri | grubunda en yiiksek ve kontrole

verilmistir.insiilin ~ direnci

gore onemli (p<0.05) bulunurken, diger gruplar
arasinda birbirileri ve kontrole gore onemli bir fark
bulunmadi (13).

verilen grupta 5.9 kat, tedavide (ITK) ise 23 kat up
regule olurken, TK ve ID gruplarinda ise onemli oranda
down regule oldu. Tedavi kontrol (IM) grubunda ise
kontrolden farkli degildi.KU80 gen ekspresyonu,
tedavi icin TK verilen grupta (ITK) 5 kata yakin up
regiile olurken, TK ve ID grubunda kontrole gore
down regule oldu. Tedavi kontrol (IM) grubunda ise
kontrolden farkli degildi.TP53; ID grubunda 6 kat
up regiile oldu. Tedavi icin TK (ITK) verilen grupta
metformin verilen gruba yakindi. TK ve TKI gruplan
kontrole yakin bulundu (Tablo 3).

Tablo 2. Calisma gruplarindan elde edilen HOMA-IR sonuglar (13).

K TK |

TKI ITK IM

HOMA-IR 544+61.4b 420+122.6b

1080+293.8a

682+125.6ab 443+90.75b 787+120.09ab

a, b, c...: Farkli kiiclik harfi alan gruplar arasindaki fark istatistik olarak anlamulidir.

Tablo 3. Calisma gruplarindan elde edilen DNA hasarini tamir genleri ekspresyon sonuclari

K TK | TKI ITK IM

KU70 1 0,24 + 0,022 0,42 + 0,112 5,90 + 0,56 23,03+ 0,81 1,74+ 0,07
KU8O 1 0,05 + 0,012 0,59 + 0,02 1,26 + 0,09 4,99+ 0,40° 1,80 + 0,44
TP53 1 1,05 + 0,01 6,7 +0,15¢ 0,89 + 0,001° 2,150,090 2,73 +0,43°

a, b, c...: Farkli kiicuik harfi alan gruplar arasindaki fark istatistik olarak anlamulidir.
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Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 genlerinin ekspresyonu

bakimindan gruplar arasinda ortalama farklar
acisindan onemli bir farklilik gozlemlenmemistir. Ama
Kaspaz 3 geninin butiun calisma gruplarinda kontrole
gore 2 kattan fazla up regule oldugu goriildi. Kaspaz
8; ID grubunda 2,9 kat up regiile olurken, TK ve
metformin verilince yariya yakin down regule oldugu
belirlendi (Tablo 4).

Gpx geni; butin calisma gruplan arasinda
ortalama degerlerde anlamli bir fark bulunmamakla
birlikte, timinin kontrole gore 1.5 kattan fazla
up regule oldugu goriildii. Sod geni;biitiin calisma
gruplar arasinda ortalama degerlerde anlamli bir fark
bulunmamakla birlikte gen ekspresyonu, kontrole
gore 2 kat civarinda up regule oldugu saptandi (Tablo

5).

Atg3 gen ekspresyonu bakimindan, butin calisma
gruplan ve kontrol grubu arasindaki ortalamalarin
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriildii.Atg5
geni; ID grubunda kontrole gore 6 kat up regile
olurken, korunma ve tedavi icin TK verilen (TKI ve
ITK) gruplarda kontrole gore ve tedavi kontrole gore
(IM) azald1 (Tablo 6).

Rip1
grubuna gore 2.4 kat artti, tedavi kontrol (IM)

gen ekspresyonu; ID grubunda kontrol
ve korunma ve tedavi icin TK verilen (TKI ve ITK)
gruplarinda yan yariya azaldi. Aym sekilde Rip3 geni
de ID de 7,5 kat artarken, tedavi kontrol (IM) ve
korunma icin TK verilen (TKI ve ITK) gruplarinda cok
azaldi. Ancak tedavi icin TK verilen (ITK) grupta da
azalmakla birlikte, yine de kontrolden 5 kata yakin
daha fazla up regiile oldugu goriildi (Tablo 7).

Tablo 4. Calisma gruplarindan elde edilen apoptozis genleri ekspresyon sonuclar

Gruplar K TK I TKI ITK IM

Kaspaz 3 1 2,56 + 0,43 2,56 + 0,43 2,66 + 0,46 2,76 + 0,48 2,87 + 0,51

Kaspaz 8 1 1,48+0,03  2,99:0,01°  052+0,03%  0,59+0,09¢ 0,72 0,02
Kaspaz 9 1 0,22 + 0,02 1,10 £ 0,28 1,04 £ 0,15 0,44 + 0,11 1,00 + 0,47

a, b, c...: Farkli kiicuk harfi alan gruplar arasindaki fark istatistik olarak anlamlidir.

Tablo 5. Calisma gruplarindan elde edilen antioksidan enzim genleri ekspresyon sonuclari

Gruplar K TK | TKI ITK IM
Gpx 1 1,52 + 0,07 1,52 + 0,07 1,54 + 0,07 1,57 + 0,08 1,60 + 0,09
Sod 1 1,87 £ 0,02 1,87 £ 0,02 1,92 + 0,02 1,98 + 0,03 2,03 + 0,03

a, b, c...: Farkli kiicik harfi alan gruplar arasindaki fark istatistik olarak anlamuidir.

Tablo 6. Calisma gruplarindan elde edilen otofajik genleri ekspresyon sonuclar

K TK | TKI ITK IM
Atg3 1 1,31 + 0,02 1,31 £ 0,02 1,33 £ 0,02 1,34 £ 0,02 1,36 + 0,02
Atg5 1 2,04+ 0,03 6,20 + 0,93¢ 0,67 + 0,072 0,54 + 0,02° 3,73 +0,20°

a, b, c...: Farkli kiicuk harfi alan gruplar arasindaki fark istatistik olarak anlamuidir.

Turk Hij Den Biyol Derg



Tablo 7. Calisma gruplarindan elde edilen nekrotik genleri ekspresyon sonuclari

K TK [ TKI ITK IM
Rip1 1 0,05+0,01°  2,39:0,02  0,56+0,04° 0,40+ 0,03 0,76+ 0,22
Rip3 1 0,05+0,01°  7,45+0,49°  0,62+0,122  4,99+0,04> 0,39 + 0,05°

a, b, c...: Farkl kiicuk harfi alan gruplar arasindaki fark istatistik olarak anlamuidir.

TARTISMA

Geleneksel tipta uzun suredir kullanilan Nigella
sativa (NS; Ranunculaceae), diyabetes mellitusta
(DM) glukoz toleransini iyilestirerek (arttirarak),
hepatik, hepatik glukoneogenezi azaltarak, kan
glukozunu ve lipit dengesizligini normallestirerek
ve pankreastan

insiilin salgilanmasin1 uyararak

DM tedavisinde adjuvan tedavi olarak oOnemli
etkinlik gostermistir. NS, insilin direncini azaltir,
(13). TK,

antioksidan etkisinin yani sira pankreatik B-katenin

insilin  sinyalini artinr cogunlukla

ekspresyonunun  yukart  regilasyonu  yoluyla
viicuttaki insilin seviyelerinin dengede tutulmasini
saglar (14). Biyokimyasal ve ultrastriiktiirel bulgular,
N. sativa ekstraktinin ve timokinonun terapotik
oldugunu ve oksidatif stresi azaltarak STZ diyabetine
kars1 korudugunu, dolayisiyla pankreatik B hiicre
butlinligini korudugunu gostermektedir (15).
TK’un apoptozisi énleme ve cesitli bagisiklik ve
hiicresel sinyal yollarin1 dizenleme, interferonlar,
TNF-a gibi
oksidatif stres seviyelerini, diizenleyici T hiicrelerini
ve NF-kB, JAK-STAT, MAPK gibi hicresel sinyal
yollarim1  etkileyerek molekiiler
gosterdigi bilinmektedir (16-19).
TK, antioksidan enzimlerin (Gpx, Sod, GR, CAT)
ve indirgenmis glutatyonun (GSH) uzerindeki olumlu

interlokinler, bagisiklik faktorlerini,

diizeyde islev

etkileri ile oksidatif stresin olumsuz etkilerini

iyilestirir. Antioksidan o6zellikleri sayesinde oksidatif

stresi azaltir, hepatik fonksiyon bozukluklarina

karst koruma saglar, hepatik steatozu ve oksidatif
stresi iyilestirir. TK ve nanopartikul formu da,

antioksidan  ozellikleri ~ sayesinde  apoptotik

belirteclerin ve inflamatuar sitokinlerin asagi

regiilasyonu ile karaciger hasarim azaltir (20,21).
TK, bozulmus glukoz toleransini ve insiilin direncini
onler, HFD (high-fructose diet) kaynakli hepatik
TBARS artisin1 ve Sod, katalaz ve GSH tiikenmesini
iyilestirir (22). Gpx ve Sod gen ekspresyonlarindaki
artislar, oksidatif
bir etki oldugunu gosterir. Ancak bu calismada,

stresin  yonetiminde olumlu
tedavi gruplan arasinda karaciger dokusundaki gen
ekspresyonunu duizeylerinde belirgin bir farklilik
gozlemlenmemistir. Bu durum,TK’un antioksidan
iliskili
sinyal yollarin1 diizenleyerek etkili olabilecegini

enzimlerin  aktivitesini etkilemektense,

distindiirmektedir.Ayrica, insiilin direncine bagh
etkilerin yalnizca oksidatif stresle degil, inflamasyon,
hiicresel stres ve metabolik yollarin bozulmasi ile
iliskili olabilecegi ya da antioksidan enzimlerin
aktivitesinin gen ekspresyonundan sonra post-
translasyonel modifikasyonlari ile diizenlenebilecegi
olasiliklar da goz oniinde bulundurulmalidir.

TK, oksidatif stres ve DNA hasarin1 azaltarak,
karaciger hasarin1 6nlemeye yardimci olur. Ayni
zamanda, DNA onarim sureclerini destekleyici
etkiler gosterir (23-26). Boylece DNA hasarin1 ve
apoptozisi azaltarak karaciger hasarin1 da engeller
(21,22). Bu calismada da TK’un DNA onariminda
olumlu etkiler sagladig1 gorilmektedir. TK, hem
korunma hem de tedavi amacli uygulamalarda KU70
ve KU80 gen ekspresyonunu artirmis ve bu genlerdeki
artislar, ozellikle tedavi grubunda belirgin olup, DNA
hasarin1 onlemede onemli bir rol oynar. TK’un DNA
onarim mekanizmalarini dizenlemesi, DNA hasarini
azaltarak hem hicre koruma hem de tedavi amacli
kullanimlarda etkili bir DNA koruyucu olarak islev
gormesini saglar.

TK, oksidatif stres ve DNA hasarin1 azaltarak,
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karaciger hasarin1 onlemeye yardimci olur. Aym

zamanda, DNA onarim sireclerini destekleyici

etkiler gosterir. TK, hem korunma hem de
tedavi amacli kullanildiginda KU70 ve KU80 gen
ekspresyonunu artirarak DNA onarimint  tesvik
eder. Ozellikle tedavi grubunda KU70 ve KU80
genlerinde belirgin artislar gozlenmistir. Bu
sonuclar, TK’un DNA onarim genlerini diuzenleyerek
hasarlan azalttigin1 ve hem korunma hem de tedavi
sireclerinde fayda sagladigin1 gostermektedir. Ayn
sekilde, TK’un TP53 gen ekspresyonunu azaltici
etkisi, DNA hasar yanitinin diizenlenmesinde olumlu
bir katkida bulunarak, insilin direncinin (IR) neden
oldugu asin TP53 aktivitesini dengeleyebilecegini
gostermektedir. Tedavi gruplarinda TP53 ekspresyon
seviyeleri kontrol gruplarina yakin olup, metformin
verilen gruba benzer etki gosterdigi ve bu gen icin
potansiyel koruyucu etkisinin bir kaniti olabilir.
TK’un apoptotik siirece katkilari; insiilin tireten B
hiicrelerininapoptozisinibaskilayarak (10), apoptotik
hiicre olumiinii saglayarak, NF-kB ve MEK sinyalini
inhibe ederek (27), hicre dongistni durdurarak
(22), p53 aracili apoptozis ve kaspaz aktivasyonunu
etkileyerek (23, 28) gerceklesmektedir.Apoptozis,
fazla veya anormal hucreleri ortadan kaldirarak
doku dengesini korumada onemli bir islevi olan
dizenlenmis bir hicresel kendini yok etme
mekanizmasidir (19).TK’un yuksek glukoz verilen
PC12 hicre hattinda oksidatif DNA hasar1 ve bazi
apoptotik parametreleri Uzerinde yararli etkileri
ortaya konulmustur (29-31). Bu calismada Kaspaz
3, Kaspaz 9’da gruplar arasinda fark olmamakla
birlikte Kaspaz 8’de biitiin gruplarda kontrole gore
2 kattan fazla artis gozlenmistir. Insilin direnci
(IR) grubunda Kaspaz 8 gen ekspresyonundaki bu
artis, hiicre olumine katkida bulunabilirken, TK
ve metformin ile tedavinin ekspresyonu belirgin
bir sekilde azaltmasi,apoptozis surecini sinirlamis
olabilir. Bu sonuclar, TK’un apoptozis mekanizmasini
duzenleyici etkisini ve DNA hasarina yanit olarak
apoptozis azaltabilecegini gostermektedir. TK’un,

apoptotik yaniti hafifleterek hiicresel hasarin kontrol
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altina alinmasina katki sagladigi soylenebilir.

Son yillarda yapilan arastirmalar, TK’un otofaji,
nekrozis ve PI3K/Akt/mTOR gibi kritik hiicresel
yollar lizerinde 6nemli diizenleyici etkileri oldugunu
gostermistir. Nekroz ve otofajiile ilgili etkiler dolayli
olarak, oksidatif stres, apoptozis ve DNA hasari
gibi konularla iliskilendirilebilir (16,32,33).Boylece
TK’un ozellikle metabolik hastaliklar, kanser ve
diger kronik hastaliklarin tedavisinde potansiyel bir
terapétik ajan olarak degerlendirilmesi olanaklarin
dusundurmektedir.

Otofaji,
hiicresel homeostazin korunmasi icin kritik bir
Otofaji
obezite ve diger kronik hastaliklarin

hiicresel atiklarin temizlenmesi ve

surectir. sureclerindeki duzensizliklerin
diyabet,
gelisimine katkida bulunabilecegini vurgulamislardir.
TK’un otofaji surecleri uzerindeki yararli etkilerine
dair bilgiler, metabolik bozukluklarin tedavisinde bir
secenek olarak kullanilabilecegini gostermektedir
(9,32).Bu calismada karaciger dokusunda Atg3
anlamli  degisikliklerin

gen ekspresyonundaki

olmamasi, TK’un bu gen uzerindeki etkisinin
sinirll oldugunu gosterebilir. Ancak, Atg5 genindeki
TK’un

etkileyebilecegini ve 6zellikle ID durumunda otofajik

belirgin  degisiklikler, otofaji  sirecini
yanit1 modiile edebilecegini ortaya koyabilir.
Nekrozis, patolojik hiicre oliminiin bir formu
olarak, genellikle inflamatuar yanitlarla iliskilidir
ve bu durum, cesitli hastaliklarin ilerlemesinde
rol oynayabilir. TK’un nekrozis Uzerindeki yararl
etkileri, onun potansiyel terapotik kullanimini
(33,34).Bu calismada her iki

nekrozis genindeki artis, IR’nin hiicresel nekrozisi

desteklemektedir

artirdigin1 ve tedavi seceneklerinin bu siireci
etkileyebilecegini gosterir. Metformin ve TK’un
Rip1 ve Rip3 gen ekspresyonlarini azaltma etkisi, bu
tedavilerin nekrozisi sinirlama potansiyelini ortaya
koyabilir. TK’nun nekrozis sureclerini azaltarak
modiile etme yetenegine sahip olduguna isaret
sayilabilir.

TK’un oksidatif stresi ve DNA hasarin1 azaltma
etkileri, nekrozu dolayli

yoldan etkileyebilir,



cunku oksidatif stres genellikle hucresel nekroza
yol acabilir (35,36). TK’un hicre koruyucu etkileri
nedeniyle otofaji ve nekrozis sireclerini diizenleme
kapasitesine sahip oldugunu goéstermektedir. TK’nun
nekrozisi engelleyici etkisi, Rip-1, ve Rip-3 gibi
nekrozis belirteclerinin azaltilmasiyla gosterilmistir.
Otofaji, DNA hasarinin onariminda rol oynayabilir ve
DNA onarimdan sorumlu mekanizmalarin etkilenmesi
otofajiyi etkileyebilir.

Sonu¢ olarak elde edilen bulgular, TK’un
antioksidan ozellikleriyle oksidatif stresi azaltarak
ve DNA onarim siireclerini destekleyerek insiilin
korunma ve

direncine kars tedavide vyararli

olabilecegini, ayrica, apoptozis, otofaji ve

ETiK KURUL ONAYI

nekrozis sureclerini module ederek hiicresel hasar
yonetebilme potansiyeline sahip oldugunu, dolayisi
ile insilin direncine bagli komplikasyonlarindan olan
karaciger hasarinin tedavisinde hepatoprotektif
bir mekanizma sunabilecegini gostermektedir. Bu
calismada elde edilen gen ekspresyon sonuclarini
dogrulamak amaciyla daha ileri protein diizeyinde
analizlerin (Western blot, ELISA gibi) yapilmasi ve
TK’nun uzun vadeli etkilerinin
TK’un
uzerindeki yararli etkilerinin mekanizmalarin1 daha

incelenmesinin,

insulin  direncinde metabolik yolaklar
kapsamli sekilde aydinlatilmasin saglayabilecegi

dusunulmektedir.

* Bu calisma, Van Yiiziincii Yil Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun onayr ile gerceklestirilmistir

(Tarih:25.04.2024, Karar no: 2024/04-07).

CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.
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