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Oz: Bu calismada, streptozotosin (STZ) ile diyabet olusturulmus ratlarda timokinon uygulanmasinin karaciger ve bobrek
dokularinda total antioksidan kapasite (TAS), total oksidan kapasite (TOS) ve oksidatif stres indeksine (OSi) etkileri arastirildi.
Materyal olarak 24 adet 200-250 g agirliginda Wistar-albino erkek rat kullanildi. Ratlar, her biri alti rattan olusan; kontrol (K),
timokinon (TQ), diyabet (D) ve diyabet+timokinon (DT) gruplari olmak tizere dort gruba ayrildi. Diyabet olusturmak igin D ve
DT grubundaki ratlara 45 mg/kg tek doz STZ i.p. yolla uygulandi. Timokinon, DT ve TQ grubundaki ratlara 30 mg/kg/21 giin
olarak gavaj yoluyla verildi. Calisma sonunda karaciger ve bobrek dokularinda TAS ve TOS degerleri 6lgiildii. OSi, TAS ve TOS
diizeylerine gére hesaplandi. Karaciger dokusunda TAS, D grubunda en dislik olarak saptandi (P<0.05). DT grubu ile K ve TQ
gruplari arasinda fark olmadigi goriildi. Karaciger TOS bakimindan gruplar arasinda bir fark saptanmadi. Karacigerde OSI, K’e
gbre butlin gruplarda arttigi (P<0.05), en ylUksek degerin D grubunda oldugu, TQ uygulanmasindan sonra kismen azalarak K'e
yaklastigi tespit edildi. Bobrek dokusunda TAS ve TOS diizeyleri TQ grubunda en yiiksek, D grubunda en dusiik bulunurken
(P<0.05), diger gruplar arasinda bir fark bulunmadi. Bébrek OSi’de ise gruplar arasinda énemli bir fark saptanmadi. Sonug
olarak, deneysel diyabetli ratlarin karaciger ve bobrek dokularindaki TOS, TAS durumunun TQ uygulanmasindan etkilendigi,
karacigerde STZ uygulanan gruplarda TQ uygulanmasindan sonra OSi degerinin K grubuna yaklastigi saptandi.

Anahtar Kelimeler: Oksidatif stres indeksi, Streptozotosin, Timokinon, Total antioksidan kapasite, Total oksidan kapasite.

The Effect of Thymoquinone Treatment on Total oxidant and Total
Antioxidant Level in Experimental Diabetic Rats

Abstract: In this study, the effects of thymoquinone implementation to total antioxidant status (TAS), total oxidant status
(TOS) and oxidative stress index (OSI) were investigated in liver and kidney tissues of diabetic rats induced with STZ. The 24
male Wistar-Albino rats, weighing between 200-250 g were used as material. Rats were divided into four groups, each
consisting of six rats; control (C), thymoquinone (TQ), diabetes (D) and diabetes+ thymoquinone (DT) groups. To induce
diabetes, a single dose of 45mg/kg streptozotocin (STZ) were administered intraperitoneally (ip) to the rats in groups D and
DT. TQ was administered to the rats in DT and TQ groups as 30 mg/kg/21 days by oral gavage. The values of TAS and TOS
were measured in liver and kidney tissues at the end of the study. OSI was calculated according to TAS and TOS levels. TAS
value in liver tissue was found to be the lowest in the diabetes group (P<0.05). It was noticed that there was no difference
between K and TQ groups with DT group. No difference was detected among groups in terms of liver TOS. It was determined
that the OSl in the liver increased in all groups compared to the control (P<0.05), the highest value was determined in group
D, it approached to the control by partially decrease after the application of TQ. While TAS and TOS levels in kidney tissue
were found to be the highest in the TQ group and the lowest in the diabetic group (P<0.05), there was no difference between
the other groups. There was no significant difference among the groups in the kidney OSI. As a result, it was determined that
TOS, TAS values in liver and kidney tissues of experimental diabetic rats were affected from the TQ application and the OSI
value in the liver of the STZ treated groups approached that of the control group, after TQ application.

Keywords: Oxidative stress index, Streptozotocin, Thymoquinone, Total antioxidant capacity, Total oxidant capacity.
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GiRIS

D

eksikliginin

iabetes mellitus, karbonhidrat ve lipid
metabolizmasi lzerinde etkili olan ve insiilin
neden oldugu hiperglisemi ile
sonuglanan, endokrin sistemi de etkileyen en 6nemli
hastaliklardan biridir (1,2).

Kalici  hiperglisemi, antioksidan savunma
mekanizmalarinin es zamanli azalmasi ile birlikte
glikoz oksidasyonundan ve protein glikasyonundan
dolay! serbest radikal Gretiminin artmasina neden

olur. Diyabette goriilen oksidatif stres olarak

bu lipid

peroksidasyonunun hasara

adlandirilan dengesiz  bozulmalar,

artmasiyla hicresel
neden olur (3).

Nigella sativa’da bulunan, farmakolojik olarak
en potansiyel aktif bilesik olan timokinonun (TQ),
genis kapsaml tibbi arastirmalarla (406 arastirma
raporu) ortaya ¢ikmis dogal bir ilag oldugu sonucuna
varilmistir (4). Streptozotosin (STZ) ile indiklenen
deneysel diyabetli ratlarda TQ'nun antioksidan,
antihiperglisemik ve renoprotektif etkilere sahip
oldugu, ¢ok sayida bulgularla desteklenmistir (5).

Diyabetli hastalarda lipid hidroperoksit, konjuge

dien, tiyobarbitirik asit reaktif maddeler (TBARS) ve

isoprostan, malondialdehit gibi oksidatif stres
gostergesi olan bilesiklerin  dizeylerinin arttigi
gozlemlenmistir. Klinik ve deneysel diyabetli

bireylerde A, C ve E vitaminleri, glutatyon, sliperoksid
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz

(GPx), glutatyon rediktaz (GR), glutatyon S-
transferaz  (GST) gibi antioksidan parametre
miktarlarinin azalmasi, diyabetin kronik

komplikasyonlarinin patogenezinde oksidatif stresin
o6nemli bir roli olabileceginin kaniti olarak kabul
edilmektedir (6-11).

Tip 2 diyabetlilerde total antioksidan miktarinda
tikenme oldugu (12,13) ve c¢ogu hastalikta TQ
tedavisinin total
bildirilmistir (14).

Pek c¢ok oksidan ve antioksidan molekl

antioksidan kapasiteyi artirdigi

oldugundan, olgimlerin masrafli, zaman alici, emek

gerektiren karmasik teknikler gerektirdiginden tek
tek 6lgimu yerine, total antioksidan durum (TAS) ve
toplam oksidan durumun (TOS) analizi uzun émdrli
reaktifler kullanarak kolay, otomatik ve ucuz bir
yontemle givenilir, hassas sonuglar elde etmemizi
olanak saglamaktadir (15,16). Bu ¢alisma, STZ ile
deneysel diyabet olusturulmus ratlarda TQ'nun
karaciger ve bobrek dokularinda total antioksidan
kapasite (TAS), total oksidan kapasite (TOS) ve
oksidatif stres indeksine (OSi) etkilerinin arastiriimasi

amaciyla planlandi.

MATERYAL ve METOT
Hayvan Materyali

Bu calismada materyal olarak, Van Yiziinci Yil
Tip
Unitesi'nden temin edilen, 24 adet 200-250 g
agirhginda Wistar-Albino irki erkek rat kullanildi.
Ratlar

Universitesi, Fakultesi, Deney Hayvanlari

21 gilinlik deneme siresince 12 saat
karanlik/aydinlik uygulanmis, sicakhgi 22 + 2 °C olarak
ayarlanmis odalarda, énlerinde siirekli olarak yem ve
taze su bulunan kafeslerde barindirildi. Calismanin
deneme asamalari, Van Yizinci Yil Universitesi,
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu gézetiminde

yapildi (Etik Kurul Karar No: 2014/12).

Deneme Gruplarinin Hazirlanmasi

Denekler, kontrol (K), timokinon verilen (TQ),
sadece diyabet olusturulan (D), diyabet olusturulup
timokinon verilen (DT) grup olmak {zere dort
deneme grubu olarak ayrildi. Diyabet olusturulacak D
ve DT grup ratlara 45 mg/kg tek doz streptozotosin
(STZ) (Sigma, USA) pH: 4,5 olan sitrat tamponu iginde
¢ozdirullup, intraperitoneal (i.p) yoldan uygulandi
(17).

Kontrol (K) Grubu

Rastgele secilen alti adet rat kontrol grubu
olarak ayrildi. intraperitoneal (i.p) yoldan 45 mg/kg

tek doz serum fizyolojik enjekte edildi.

85



Deneysel Diyabetli Ratla...

Usta ve ark.

Timokinon (TQ) Grubu

Timokinon misirézi yaginda ¢ozdirilerek alti
adet rata 30 mg/kg/glin olarak 21 gilin sliresince gavaj
ile oral yoldan verildi.

Diyabet (D) Grubu

Altiadet rata STZ intraperitoneal (i.p) yoldan tek
doz 45 mg/kg olarak uygulandi. 72 saat sonra kuyruk
veninden alinan kan orneklerinde glukoz dizeyleri,
PlusMED Accuro marka biyosensor seker oOlgcim
cihazi ve stripleri vasitasiyla saptandi. Kan sekerleri
200 mg/dl ve lzerinde olanlar diyabetik olarak kabul
edilip galismaya dahil edildi.

Diyabet + Timokinon (DT) Grubu

Alti adet rata, 45 mg/kg STZ intraperitoneal (i.p)
yoldan tek doz olarak uygulandi. 72 saat sonra kuyruk
veninden alinan kan 6rneklerinde glukoz diizeyleri,
PlusMED Accuro marka biyosensoér seker olgim
cihazi ve stripleri vasitasiyla saptandi. Kan sekerleri
200 mg/dl ve Gzerinde olan ratlara, misirézii yaginda
¢ozdurllen TQ ¢o6zeltisi 30 mg/kg/glin olarak 21 giin
boyunca gavaj ile oral yoldan verildi.

Orneklerin toplanmasi ve hazirlanmasi

Deneme 21 gin devam ettirildi ve ketalar

anestezisi altinda hayvanlarin  kalplerinin  sol
ventrikiliinden, jelli cam serum tiliplere kan alindi.
Jelli cam serum tiiplerine alinan kanlar 2000 g’'de
+4°C’de 10 dakika siireyle santrifiij edildi ve ayrilan
serum ependorf tlplere konuldu.

Cikarilan bobrek ve karaciger dokulari analizler
gergeklestirilinceye kadar derin dondurucuda (-20 °C)
saklandi. Bobrek ve karaciger dokulari soguk fosfat
tamponu (pH 6-7) eklenerek homojenize edildi. Elde

edilen homojenatlar, +4 °C'de 15 dakika boyunca

2200 g'de santrifuj edildi. Santrifiijden sonra olusan
supernatanlar, ticari kitler kullanilarak ELISA cihazi
(Zenyth 200 rt) iginde olgulda.

Biyokimyasal analizler

Karaciger ve bobrek doku homojenatlarinda,
total antioksidan status (TAS) dlizeyi Rel Assay marka
ticari kit (Rel Assay Kit Diagnostics, Turkiye)
kullanilarak 6lgtldu. Sonuglar mmol Trolox equiv./It
olarak ifade edildi (15,18).

Karaciger ve bobrek doku homojenatlarinda,
total oksidan status (TOS) dizeyi Rel Assay marka
ticari kit (Rel Assay Kit Diagnostics, Tirkiye)
kullanilarak 6lguldi. Sonuglar pmol H20: equiv./It
olarak ifade edildi (16).

TOS duzeylerinin TAS dizeylerine oraninin
ylzde derecesi olarak ifade edilen oksidatif stres
indeksi (OSi) hesaplandi. Sonuglar “arbitrary unit”
(AU) olarak ifade edildi (19).

istatistik Analiz

Calisma sonunda elde edilen; kontrol,
timokinon, diyabet ve diyabet+timokinon gruplarina
ait veriler SPSS 22.0 paket programi kullanilarak ¢oklu
karsilastirma  testi ile degerlendirildi. Tim
analizlerden elde edilen ham degerler, gruplarin

ortalamasi  standart hata seklinde sunuldu.

BULGULAR

Diyabet grubunun teshisi icin ST1Z
uygulanmasindan 72 saat sonra kuyruk veninden
alinan kan o6rneklerinde glukoz diizeyleri, PlusMED
Accuro marka biyosensor seker Olgiim cihazi ve
stripleri  vasitasiyla

saptandi.  Kan  sekerleri

dizeylerinin 200 mg/dl ve tizerinde oldugu bulundu.

Tablo 1. Tiim gruplardaki karaciger dokusu TAS-TOS ve OSi degerleri (ortalama#SD).
Table 1. Liver tissue TAS-TOS and OSl values in all the groups (meantSD)

Parametreler Kontrol (StSD)

TQ (S+SD) D (S£SD) DT (S£SD)

TAS (mmol Trolox Equiv/L) 1.083+0.063a

0.970+0.125ab

0.867+0.108b 1.052+0.177a

TOS (umol H202 Equiv/L) 13.366%2.499

14.892+0.903

14.860+1.847 13.91043.911

OSi (Arbitrary Unit) 1.242+0.109a

1.552+0.069ab

1.806+0.155b 1.519+0.225ab

Ayni sirada farkli harfler arasinda énemli fark var (p<0.05).
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Deneme sonucunda elde edilen karaciger olmadigl saptandi. Karaciger TOS degerleri gruplar
dokularindan hazirlanan homojenatlarda saptanan arasinda farklillk gostermezken, OSi degerinin
TAS, TOS ve OSi seviyeleri Tablo 1'de kontrole gore butlin gruplarda arttigl, en yiksek
gosterilmektedir. Buna gore, karaciger TAS dlzeyinin artisin  STZ grubunda oldugu saptandi. TQ
diyabet grubunda en duisik oldugu (P<0.05), DT uygulanmasindan sonra DT grubunda kismen
grubunda ise kontrolden ve TQ grubundan farkh azalarak kontrole yaklastigi tespit edildi.

Tablo 2. Tiim gruplardaki bébrek dokusu TAS-TOS ve OSi degerleri (ortalama%SD).
Table 2. Kidney tissue TAS-TOS and OSl values in all the groups (mean+SD).

Parametreler K (S+SD) TQ (SSD) D (SSD) DT (SSD)

TAS (mmol Trolox Equiv/L) 0.746+0.215ab 0.916+0.212a 0.531+0.314b 0.776+0.268ab

TOS (umol H20 Equiv/L) 11.710+2.412a _ 14.703+2.178b  11.360£1.256a  11.845t1.673a

OSi (Arbitrary Unit) 1.812+0.245 1.636+0.104 1.734+0.058 1.980+0.460
25 Ayni sirada farkli harfler arasinda énemli fark var (p<0.05).

Deneme sonucunda elde edilen bobrek belirteglerinin anlamli sekilde distiglu ve hepatik
dokularindan hazirlanan homojenatlarda saptanan antioksidan enzim (SOD, CAT, GR, GST, GPx)
TAS, TOS ve OSi seviyeleri Tablo 2'de aktivitelerinin 6nemli dlgiide arttigl rapor edilmistir
gosterilmektedir. Buna gore, bobrek TAS dizeyleri (22). TQ'nun antioksidan etkisinin nitrik oksit sentaz
TQ grubunda en yiiksek, diyabet grubunda en disik ve NO Uretiminin inhibisyonu yoluyla da oldugu
bulunurken (P<0.05), DT grubunda TQ bildirilmektedir (23).
uygulanmasindan sonra kontrol grubundan farksiz TQ'nun hepatoprotektif etkisinin; intraseliler
oldugu belirlendi. TOS dizeyleri de TQ grubunda en glutatyonun korunmasi ve tromboksan B2 Uretimi
yiksek (P<0.05) olmasina ragmen diger gruplar Gzerindeki inhibitor etkisiyle baglantili olabilecegi
arasinda anlamli bir degisim gozlenmedi. OSi ileri strtlmektedir (24). Nitekim pek g¢ok kimyasal
degerinin gruplar arasinda anlamli bir degisiklik maddeden kaynakh karaciger hasarina karsi, cesitli
gostermedigi tespit edildi. doz ve sirelerde TQ uygulanan ¢alismalar literatiirde

mevcuttur ve besinsel dozda (10 ve 20 mg/kg/gtinliik)
TARTISMA ve SONUC uygulandiktan sonra karaciger enzim (ALT, AST)

Bu calismada, son yillarda yapilan pek c¢ok aktivitelerinin etkilenmedigi ve givenli oldugu
calismada kanser hiicre ¢ogalmasini durdurucu, bildirilmistir. (25-28). Cesitli etkenlere bagh olarak
antidiyabetik, antioksidan, antihistaminik, gelisen karaciger hasarinda TQ takviyesi ile artan lipit
hepatoprotektif, antiinflamatuar, immun sistemi peroksit, toplam oksidan durum gibi oksidatif stres
giclendirici, gastroprotektif etkileri oldugu bildirilen belirteglerinde  azalma, toplam  antioksidan
TQ'nun, STZ ile deneysel olarak diyabet olusturulan kapasitesinde artis oldugu, artan ALT ve AST
ratlarin  bobrek ve karaciger  dokusundaki aktivitelerinde azalma olduguna dair sonuglar,
prooksidan/antioksidan durumu Gzerine etkileri TQ'nun  karaciger koruyucu olarak 6neminin
arastirilmistir., gostergesi olarak kabul edilmistir (29-32). TQ'nun

TQ'nun pek ¢ok farkli kosullarda kullaniimasi ile diyabetteki koruyucu rolliniin arastirildigi
total oksidatif durum (TOS) ve oksidatif stres calismalarda, koruma fonksiyonunun  degisik
indeksinin (OSI) azaldigi (20,21), antioksidan durum metabolizma faaliyetleri ile meydana geldigi ortaya
(TAS) degerlerinin ise anlaml derecede yikseldigi konulmustur. Al-Enazi (33)’nin yaptig calismada, TQ
bildirilmektedir (21). Hiperlipidemik siganlarin ¢orek uygulanmasi ile diyabetik rat karacigerinde
otu ekstraktlari ile tedavisiyle lipid peroksidasyon malondialdehit (MDA) dizeyinde anlamh sekilde
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azalis, glutatyon (GSH) konsantrasyonlarinda artis
TQ'nun
oksidatif stresin Ustesinden geldigini ifade etmistir.

oldugu, antioksidan 6zelligi sayesinde

Deneysel diyabetli ratlarda, doku (kalp, beyin)
NO ve MDA konsantrasyonlarinin TQ ile tedavi
sonrasi azaldigl, azalmis olan GST, GSH ve CAT
aktivitelerinin arttigi saptanmistir (34). TQ verilen
diyabetli ratlarda, oksidatif stres hasari ve apoptozis
onemli Ol¢lide onlenmektedir (35). TQ (40 ve 80
mg/kg) ile diyabetik
dokularinda artan MDA, NO, tlimoér nekroz faktori-a
(TNF-a),
aktivitesi, sorbitol seviyesi ve kaspaz-3 aktivitesi

uygulamasi ratlarin lens

glikatlanmis proteinler, aldoz rediktaz
onemli o6lcliide azalirken, azalan GPx, SOD ve CAT
aktivitelerinin 6nemli 6lglide arttig1 rapor edilmistir
(36).

Sunulan bu c¢alismada, karaciger dokusu TAS
diizeyinin STZ verilen deneysel diyabet grubunda en
diistik olarak saptanirken, diyabet olusan ve tedavi
amaciyla TQ uygulanan DT grubunda ise kontrol ve
TQ grubundan farkli olmadig ve STZ kaynakli TAS
TQ
dondiginin bir géstergesidir. Karaciger dokusunda

azalmasinin, uygulanmasi  ile  normale

TOS bakimindan gruplar arasinda anlamh bir fark
Osi

yliksek olmasinin,

degerinin STZ diyabet
TAS
diizeyinden kaynaklandigi saptandi. Ayrica OSi degeri

olmamasina karsin,

grubunda en azalan
gbz Onune alinarak yapilan degerlendirmede DT

grubunda TQ uygulanmasindan sonra kismen
azalarak, kontrole yakin bir seviyeye geldigi ve bu
durumun literatiir verileri ile uyumlu bir sekilde,
TQ'nun STZ kaynakli deneysel diyabette karaciger
dokusunda koruyucu rolinl gosteren 6nemli bir
kanit olabilecegi sonucuna varildi.

Diyabete bagli olarak gelisen bobrek hasarina
karsi TQ uygulamasinin yararli ve koruyucu etkileri
deneysel modellerde gosterilmistir (37). TQ verilen
STZ diyabetik ratlarda, diyabet nedeniyle artan (re,
nitrik MDA (malondialdehit)

diizeylerinin 6nemli 6lglide azaldigl, azalan glutatyon

kreatinin, oksit,
konsantrasyonu ve SOD aktivitesi agisindan anlamh
sekilde artis oldugu, ayrica renal morfolojik ve
diizelmelerin

fonksiyonel olarak

bildirilmektedir (25,38,39).

oldugu

Diyabetik ratlara TQ (80 mg/kg/45 gin)
verilmesiyle karaciger ve bobrek dokularinda azalan
(CAT),

glutatyon-S-transferaz

antioksidan madde (katalaz glutatyon
(GPx), (GST),

vitamin C, vitamin E ve GSH) dizeylerinin arttig1 ve

peroksidaz
artan lipid peroksidasyon belirteclerinin azaldigi
gozlenmistir (10). Diyabetik ratlarda ¢orek otu ve
TQ'nun pankreas dokusu lizerinde de yararl etkileri
oldugu saptanmistir (40).

Sunulan galismada, bobrek TAS diizeylerinin TQ
grubunda en yiiksek, diyabet grubunda en disuk
diyabet birlikte TQ

uygulanmasindan sonra kontrol grubundan farksiz

oldugu, deneysel ile
oldugu belirlendi. TOS dizeylerinin TQ grubunda en
yiiksek olmasi ve diger gruplara gore anlamli sekilde
artmasi dikkat c¢ekici bir sonug olarak kaydedildi. TQ
grubunda TOS diizeyindeki 0osi

degerinin diger gruplardan farksiz bulunmasinin, TAS

artisa ragmen,

diizeyinin diger gruplara gore daha yiksek olmasiyla
edildi.
Bobrek dokusu TAS dizeyi bakimindan literatir

dengelenmesinden kaynaklandigl tespit
verileri ile uygun bulunan TQ uygulanmasinin, TOS
diizeyinde artisa neden oldugu ve bunun nedenleri ve
altinda yatan mekanizmalarin, TQ guvenilirligini
kanitlamak agisindan, arastirilmasi gereken bir veri
oldugu degerlendirildi.

Sonug olarak; bu calismadan elde edilen ve
yukarida literatlir bilgileri ile tartisilan verilere
dayanilarak; STZ ile deneysel diyabet olusturulan
ratlarin karaciger ve bobrek dokusu TAS seviyelerinin
o6nemli oranda azaldigi ve STZ ile birlikte TQ ilavesiyle
bu degerlerin kontrol grubu diizeyine yaklastigi, ayni
sekilde STZ

karaciger dokusu OSi degerlerinin de kontrol grubuna

ile birlikte TQ uygulanan gruptaki

yaklastigi gozlemlendi. STZ kaynakli diyabette TQ
uygulanmasinin, metabolizmada o6nemli gorevleri
olan karaciger ve bobrek dokularinda 6zellikle TAS ve
buna bagh antioksidan madde profilini olumlu
etkiledigi sonucuna varildi. Bununla birlikte, 6zellikle
tek basina TQ uygulanan grubun bobrek dokusu TOS
diizeyinin, STZ kaynakli diyabet dahil diger tim
gruplara goére oOnemli oranda yiikselmis olmasi,
nedenlerinin mekanizmasinin

ve aydinlatiimasi
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gereken bir veri oldugu ve bu konuda daha detayl

calismalarin yapiimasi gerektigi distinilmektedir.
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