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Ozet — Nigella sativa'nin aktif bileseni olan timokinon (TQ), basta antioksidan ve antiinflamatuar &zellikleri
olmak iizere bircok faydali etkiye sahiptir. Bu ¢alisma, TQ’ un deneysel olarak insiilin direnci yapilan
ratlarda, TNF-a ve IL-1p gen ifadelerine etkisini arastirmak amaciyla planlandi. Materyal olarak erkek
Wistar-Albino ratlar kullanildi ve insiilin direnci indiiklenen (ID), tedavi (DT) ve profilaksi (TD) i¢in TQ
verilen ve metformin (DM) ile tedavi edilen gruplar hazirlandi. Deneme sonunda elde edilen karaciger
dokularinda TNF-a ve IL-1p gen ekspresyon analizleri RT-PCR ile yapildi. Bu analiz sonuglaria gore; 1D
grubunda her iki genin yliksek oranda up regiile oldugu ve TQ ile tedavi ve korunma gruplarinda kontrol
ve metformin gruplarina yaklasan degerler elde edildi. Terapdtik ve profilaktik amacglarla TQ
uygulamasinin insiilin direnci kaynakli olarak goriilen inflamasyon parametrelerinin gerilemesinde faydali

oldugu diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler — Insiilin Direng, Timokinon, Karaciger, TNF-a, IL-15

I. GIRIS

TQ, hastalik tedavilerinde ve Onleyici
tedavilerde ¢ok sik kullanim alani bulmaktadir. Pek
cok yararli etkisi son yillarda yapilan bilimsel
caligmalar ve arastirmalarla ortaya konulan
timokinonun (TQ)’un en Onemli Ozelliklerinden
birisi de antidiyabetik etkisidir ve hipoglisemiye
neden olmaktadir. Ayrica bagisiklik sistemini
giiclendirmekte ve hastaliklara kars1 direngli olmay1
saglamaktadir (1,2).

Insiilin direnci; klinik olarak bilinen bir
miktarda ekzojen veya endojen insiilinin, bir

bireyde normal bir popiilasyonda oldugu kadar

glikoz alimimi ve kullaniminmi artiramamasi olarak
tanimlanir. Insiilin direnci, cesitli hastalik ve
viicutta yasanan bazi fizyolojik ve metabolik
degisiklik durumlarda ortaya c¢ikabilir. Bunlar
sOyle ozetleyebiliriz: puberte, yaslanma, hamilelik,
tip 2 diyabet,
aterosklerotik

fiziksel inaktivite, obezite,

hipertansiyon, kardiyovaskuler
hastalik, dislipidemi ovaryal disfonksiyon, viral
enfeksiyonlar, tiremi, obezite, diyabetik ketoasidoz,
akromegali, karaciger

sirozu,  glukokortikoid

fazlaligi, oral

kontraseptif vs. (3,4,5).

ditiretikler, kortikosteroid, bazi
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Inflamasyon, viicudun enfeksiyon, hastalik
ve doku hasar1 gibi durumlara verdigi dogal
tepkidir. Bagisiklik sistemi; hasar gormiis hiicreleri,
tahris edici maddeleri ve patojenleri tanir ve
iyilesme siirecini baslatir. Inflamasyon koruyucu
immiinolojik hafizanin olusmasi i¢in Onemlidir
(6,7,8).

Inflamasyon  olaylarinda  rolii  olan
markirlardan en 6nemlileri arasinda yer alan IL-1f3
(Interlokin 1 Beta), bir sitokindir ve inflamatuvar
yanitin 6nemli bir aracisidir. Sitokinler, bagisiklik
tepkisinin ana aracilari

bilesikleridir. TNF-o (Ttimor Nekroz Faktorii), bu

olan proteinli sinyal

gen, tiimor nekroz faktdrii (TNF) siiper familyasina
ait ¢ok fonksiyonlu bir proinflamatuvar sitokini

kodlar. Bu sitokin esas olarak makrofajlar

tarafindan salgilanir. Sitokinler ve stres gibi

uyaranlara hiicresel yanitlarda yer alir ve

enfeksiyonlara  karst  immiinolojik  yanitin

diizenlenmesinde anahtar rol oynar (9).

Bu ¢alisma, antidiyabetik ve antiinflamatuar
bir ajan olarak énemli olan TQ’un, glukokortikoid
insiilin ~ direncinde

ile indiiklenen deneysel

bagisiklik sistemi tizerine etkilerinin IL-1p ve TNF-

o genleri Tlzerinden go6zlemlenmesi amaciyla
planlanmaistir.
Il. MATERYAL VE YONTEM

Bu calismada, Hazel Berna Goktug’un
“Glukokortikoid ile indiiklenen insiilin direncinde
timokinonun vitamin D metabolizmasi iizerine
etkisi” isimli yiliksek lisans tezinden saglanan
karaciger dokulart kullanilmustir. Insiilin direnci

degerleri de bu tezden alinmistir (10).

Hayvan materyali

Calisma icin, Van Yiiziincii Y1l Universitesi
Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi'nden
agirliklar1 150 ile 200 gr arasinda degisen 40 adet
Wistar-Albino erkek sigan saglandi (TYL-2022-
9847, Etik Kurul No: 2022/07-11).

Analiz gruplarinin hazirlanmas

Her biri yedi rattan olusan alt1 deney grubu
hazirlandi:  kontrol (K), insiilin direnci (iD),
timokinon verilen (TQ), timokinon verilen ve
insiilin direnci olusturulan (TQI), insiilin direnci
olusturulan ve timokinon verilen (ITQ) ve insiilin
direnci olusturulan ve kontrol tedavisi igin
metformin verilen (IM). 15 giinliik deney boyunca
siganlar 12 saat karanlik, 12 saat 1s1k, 22 2°C
sicaklikta, stirekli yiyecek ve tatli su erisimi olan
kafeslerde tutuldu.

Kan érneklerinin alinmasi

Deney siiresi sonunda hayvanlarin sol
ventrikiillerinden ketamin anestezisi altinda kan
alind1 ve jel cam serum tiiplerine yerlestirildi. Kan
ornekleri 3000 rpm'de +4°C'de 15 dakika
santrifiijlendikten sonra serum Ornekleri tiiplere
yerlestirildi.

Numune toplama

Steril bir bicak ve forseps yardimiyla,
oldiiriilen siganlardan alman 200 mg karaciger
dokusu, steril bir ortamda 2 ml'lik steril RNaz
icermeyen tiiplere yerlestirildi ve iizeri RNA
stabilizatori ile kaplandi. Doku dolu tiipler, mRNA
izolasyonu tamamlanincaya kadar -80°C'de tutuldu.

Doku homojenatinin hazirlanmast
(-80 °0)
dokularin yaklastk 80 mg'h ortam sicakliginda

Derin  dondurucudan alinan
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cozdiiriildiikten sonra steril tiliplere yerlestirildi.
Dokular1 homojen hale getirmek i¢in 0,2 cc steril
fosfat tampon eklendi.
edildikten sonra 1500

santrifiijlendi. Tipiin st kisminda kalan sivi

Dokular homojenize

rom'de ve 4 °C'de
atildiktan hemen sonra total RNA izolasyonuna
baslandi.

Insiilin direncinin élciilmesi

Insiilin direncini belirlemek igin asagidaki
formiil kullanilmistir.

HOMA IR= Plazma Glukozu(mg/dL) x
aclik plazma insiilini (mu/L)/405

Tablo 1. Gen sembolleri ve birincil diziler

Gen | Gen | Primer ad1 F (5°-3”) | Primer adi R (5°-
adi sem 3’)

bolii
Interl
okin | IL- | GGATGATGACGA | CTTGTTGGCTTA
1 1B CCTGCTAGTG TGTTCTGTC
beta
Tim
or
nekro | TNF | ACCACGCTCTTCT | TGTCTTTGAGAT
z -a GTCTACTG CCATGCCA
fakto
r-alfa

Toplam mRNA izolasyonu ve analizi
Tiim gruplarda sigan karaciger dokusundan
elde edilen RNA izolasyon iiriinlerinde, vitamin D

metabolizmasinda yer alan Onemli genlerin

ekspresiyonu, real time-PCR ile belirlendi. Toplam

RNA izolasyonu, toplam RNA izolasyon

protokoliine (geneAll, Giiney Kore) gore elde edilen

karaciger orneklerinden manuel olarak

gerceklestirildi. Elde edilen RNA'lardan termal

dongli  cihazinda  reverstranskriptaz ~ enzimi

kullanilarak cDNA elde edildi.

Tamamlayict DNA (cDNA) sentezi
WizScriptTM  cDNA Kit
protokoliine gore, cDNA karisimi 200 ul'lik bir PCR

Synthesis

tiipiinde hazirlandi. Tiiplere eklenen cDNA karisimi
PCR tiiplerine dagitildi. Rotor-Gene Q Software-
Run cihaz1 (Wizscript cDNA sentez programi ile)
ile asagidaki programa gore ters transkripsiyon
yapildi.

RT-PCR analizleri

Elde edilen cDNA'lar, hedef gen bolgesi i¢in
0zel olarak tasarlanmis primerler yardimiyla
amplifikasyon icin stokta verilen her bir primerin
dilisyon miktarmna gore seyreltildi. cDNA'lar,
Qiagen marka Rotor Gen model gercek zamanli
PCR cihaz1 kullanilarak c¢ogaltildi. WizpureTM
gPCR Master (SYBR) protokoliine gore, 36 PCR
pleyt kullanilarak, her 6rnek igin asagidaki karisim
hazirlandi. PCR islemi sonunda Erime Egrisi,
50-99 (1 °Cc 5"

Rampa: derece artig), 90

gerceklestirildi.

Istatistiksel analiz
Gliseraldehit 3-fosfat dehidrojenaz
(GAPDH), genlerin ekspresyon seviyelerini lgmek
icin kontrol geni olarak kullanildi. Gen ekspresyon
seviyelerini analiz etmek i¢in Delta-Ct ve delta-
delta Ct degerleri kullamildi. Amplifikasyonlarin
logaritmik fazinin baslangicinda bir Ct (dongi
esigi) belirlendi. Kontrol grubu ve tekrarli gruplarin
Ct degerlerinin farki, uygun ifadeyi belirlemek i¢in
kullanildi.
I11. BULGULAR

Calisma sonucunda elde edilen veriler

asagida verilmistir. Insiilin direnci degerleri de

366


https://en.wikipedia.org/wiki/Interleukin_1_beta
https://en.wikipedia.org/wiki/Interleukin_1_beta
https://en.wikipedia.org/wiki/Interleukin_1_beta
https://en.wikipedia.org/wiki/Interleukin_1_beta

Goktug (10)’un yiiksek lisans tezinden alimmistir
(Tablo 1). HOMA-IR diizeyleri ID grubunda en
yuksek bulunurken, diger gruplar arasinda énemli
bir fark bulunmadi. TQ verilen gruplarda ise

kontrole yakin oldugu goriildii (Goktug, 2022).
Tablo 1. Calisma gruplarindan elde edilen biyokimya
sonuglar1 (10).

Grupl | Insiilin Glukoz HOMA-
ar (pa/ml) (mg/dl) IR

K 1076+174,7 | 214,5£16,6 544461 4b
grubu | 4a bc

iD 1318+306,5 | 336+58,35 | 1080+293,
grubu | ab a 8a

TQ 799+283,05 231420.3b 420+122,6
grubu | 5a b

TQI 1396+158,7 | 186+18,4b | 682+125,6
grubu | ab c ab

ITQ 1434+298,9 12749.2¢ 443+90,75
grubu | ab b

IMT | 2329+372,5 | 143+33,3b ;

grubu | ab c

Bagisiklik sisteminde yer alan TNF-a ve IL-
1B gen ekspresyon verileri asagida verilmistir
(Tablo 2, Sekil 1 ve 2). Bu verilere gore, her ikKi
genin ekspresyon diizeyleri karsilastirilmis ve
birbirine uygun bir sekilde, 1D grubunda her iki
genin yliksek oranda up regiile oldugu ve TQ ile
tedavi ve korunma gruplarinda kontrol ve
metformin gruplarina yaklasan degerler elde edildi.

Bu gruplardaki s6z konusu gen ekspresyonlarinin

kontrole gore down regule olduklar1 belirlendi.

Tablo 2. TNF-a ve IL-1B gen ekspresyon diizeyleri

C|TQ ID DT D DM
TN | 11,474 | 18,76 | 0,023 | 0,444 | 0,064
F-a 269 536 683 421 704
IL- | 11,071 | 30,90 | 0,363 | 0,926 | 0,096
1B 773 996 493 588 723

TNF-a
16
14
12
10
8
6
4
: I
0
TQ D DT TD DM

Sekil 1. TNF-a 'nin mRNA transkript seviyeleri

IL-1B

[ I I I
D DT D DM

Sekil 2. IL-1B 'nin mRNA transkript seviyeleri
IV. TARTISMA
Tip 2 diyabetli ve obez hastalarda sik

15

10

-

TQ

€]

rastlanan karin i¢i yag dokusu artisi, hiperglisemi ve

hiicreleri  diistik  seviyede  seyreden

yag

inflamatuvarin ~ gOstergesi  olarak, dolagimda
bulunan sitokinlerin yogunlugunu tetikler. Timor
nekroz faktori-a (TNF-a), interlokin-6 (IL-6) ve
interlokin-8 (IL-8) diyabetik ve insiiline direngli
kosullarda yliksek diizeyde bulunmaktadir. Ayni
sekilde karacigerde bulunan gesitli immiin hiicre
tipleri, insiilin direncini isaret eder (11,12).
Enflamasyon, insiilin direnci, diyabet ve ilgili
hastaliklarin gelisimi ile iliskili kritik siireclerden
biridir ve obezite artik kronik, diisiik dereceli bir
enflamasyon durumu olarak kabul edilmektedir
(13).

Yag dokusunun insiilin direncini indiikledigi

kesin mekanizma hala belirsizdir. Yag dokusu, hem
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lipitlerin  hem de glikozun metabolizmasini
etkileyen cok sayida biyoaktif molekdilii, yani
adipokinleri ve sitokinleri sentezler ve salgilar.
Lipitlerin adipositlerde birikmesi muhtemelen

inslilin ~ direnci  gelisimi ile iligkilidir. Son
caligmalar, adipoz dokuda biyolojik olarak aktif
lipitlerin birikmesinin, adipokinlerin ve
proinflamatuar sitokinlerin sentezini/sekresyonunu
diizenleyebilecegini gostermektedir (14).

Insiilin  direncinin altinda  yatan
mekanizmalar hala tam olarak anlasilamamuistir.
Son yillardaki deneysel arastirmalardan ve insan
caligmalarindan elde edilen kanitlar, dogustan gelen
bagisiklik yollarinin ve enflamatuar
mekanizmalarin da rol oynayabilecegini 6ne siirddi.
Timor nekroz faktori (TNF)-a, interlokin (IL)-1 ve
IL-6 gibi

ekspresyonu adipoz dokuda artar ve ekspresyonu

cesitli  proinflamatuar sitokinlerin
sistemik inflamasyon ve eslik eden insiilin direnci
ile baglantilidir (15)

IL-1B ve TNF-a, giclii proinflamatuar
aktivitelere sahip olan sitokinlerdir. TNF-a, akut
inflamasyon  sirasinda  makrofajlar/monositler
tarafindan {iretilen ve nekroz veya apoptoza Yol
acan, hiicreler i¢inde ¢ok cesitli sinyal olaylarindan
sorumlu olan bir inflamatuar sitokindir. Timor
nekroz faktorii alfa, TNF/TNFR sitokin siiper
ailesinin bir {iyesidir. Diger aile liyeleri ile ortak
olarak, TNF-a, bagisiklik sisteminin bakimi ve
homeostazi, iltihaplanma ve konakg¢1 savunmasinda
yer alir (16,17,18).

Bu calismada, bagisiklik sisteminde yere
alan ve giiclii proinflamatuar aktivitelere sahip olan
olan IL-1B8 ve TNF-a

sitokinlerden gen

ekspresyonlar1 deneysel insiilin direncinin TQ ile
onlenmesi ve korunmasindaki rolii arastirildi. Bu
analiz sonuglarmna goére, her iki genin de insiilin
direnci grubunda yiiksek diizeyde arttig1 saptandi.
Boylece insiilin direncinde karaciger dokusu
bagisiklik sisteminin 6nemli oranda etkilendigi
goriildi. TQ’un tedavi ve korunma amaciyla
kullanildigr ~ gruplarda  ise  bu  genlerin
ekspresyonlarinin 6nemli oranda azalarak kontrol
ve metformin tedavi gruplarina yaklastigi tespit
edildi. Bu sonuglara gore TQ kullaniminin karaciger
dokusu bagisiklik sistemi iizerinde anlaml diizeyde
yararl etkileri oldugu ortaya konuldu. Nitekim bu
veriler literatiir ile uyumlu bulunmustur. Ornegin;
TQ’un durumlarinda

insiilin ~ direnci yararl

etkilerinin arastirlldigi  ¢alismalar  yapilmistir.
Balbaa ve ark. (19), baslica etken maddesi oldugu
N. Sativa’nin veya bunun anti-diyabetik ilaglarla
kombine tedavilerinin, beyin insiilin sinyal yolunu
giiclendirerek beyindeki insiilin direnci i¢in hastalik
modifiye edici ajanlar olarak olas1 bir faydaya sahip
oldugunu gostermektedir.

Alkolsiiz steatohepatit (NAFLD), ilerlemis
fibroza yol agan ilerleyici bir karaciger hastaliginda,
TQ’un karaciger fonksiyonlari, insiilin direnci
iizerindeki hepatoprotektif etkisinin
TQ ile birlikte

tedavinin tim parametreleri iyilestirdigi saptandi.

degerlendirildigi  ¢alismada,
TQ’un insiilin direnci, karaciger hasarinin bir rolii
oldugunu disiindiirecek sekilde 6nemli Olgiide
iyilestirildigi bildirildi (20).

V. SONUCLAR

Sonug olarak, insiilin direncine bagli olarak

karaciger dokusunda 6nemli oranda artan her iki
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genin, TQ’un tedavi ve profilaktik amaglarla
kullanilmast ile normal diizeylere dondigii ve
TQ’un faydali etkilerinin bir gostergesi oldugunu

gosterdigi diistiniilmektedir.
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