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Ozet: Bu calismada, ¢orek otu olarak bilinen Nigella sativa (N.sativa) tohumlarinin kazlarda plazma malondialdehit (MDA),
nitrik oksit (NO) ve tam kan glutatyon (GSH) diizeyleri (izerine etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir. Bu amacgla, 8 adet
Anser anser irki kaz 6 hafta boyunca % 5 6gutiilmis N. sativa tohumu igeren yemle beslendi. Calismanin baslangicinda ve
her hafta basinda olmak lizere 6 hafta boyunca kazlarin V. subcutenea ulnarisinden kan ornekleri usuliine uygun olarak
alindi. Plazma MDA ve tam kan GSH diizeylerinin 6lgimd sirasiyla Yoshioka ve ark ile Beutler ve ark’nin bildirdigi yonteme
gore spektrofotometrik olarak yapildi. Plazma NO diizeyleri ise Miranda ve ark’nin bildirdigi yonteme gore mikroplayt
okuyucuda olculdi. Haftalara gére MDA, GSH ve NO dizeylerinde degisiklikler tespit edildi. Yapilan galismada elde edilen
veriler 1. hafta ile kiyaslandiginda N. sativa ilave edilen yemle beslenen kazlarda 2. haftadan itibaren plazma MDA duzeyle-
rinin azaldigl, tam kan GSH dizeylerinin ise yukseldigi belirlenmistir. Buna karsin haftalara gére plazma NO diizeylerinde bir
fark tespit edilememistir Sonug olarak, kazlara 6 hafta slireyle uygulanan N. sativa’nin oksidatitif strese karsi koruyucu bir

etkiye sahip olabilecegi kanaatine variimistir.

Anahtar kelimeler: Glutatyon, Kaz, Nigella sativa, Nitrik oksit, Malondialdehit

The Effects of Nigella Sativa (Corek Otu) Seeds on Plasma Nitric Oxide, Malondialdehyde
and Whole Blood Glutathione Concentrations in Geese

Abstract: In this study, the effects of Nigella sativa seeds on plasma malondialdehyde (MDA), nitric oxide (NO) and whole
blood glutathione (GSH) concentrations were investigated in geese. For this purpose, 8 Anser anser breed geese were fed
with a diet containing 5 % ground Nigella sativa seeds for 6 weeks. Blood samples were properly collected from V.
subcutenea ulnaris at the beginning and every week of the study for 6 weeks. Biochemical analysis of plasma MDA and
blood GSH concentrations were spectrophotometrically measured on a weekly basis according to the methods of Yoshioka
et all. and Beutler et all. respectively. Plasma NO concentration was measured by the method of Miranda et all. with a
microplate reader. Alterations in measured parameters were determined with respect to the weeks of study. While MDA
concentration was significantly decreased at the 2" week and continued to be decreased compared to 1% week, blood GSH
level was significantly increased and remained high compared to 1% week of study. However, no alteration was found in
plasma NO concentration among weeks. In conclusion, Nigella sativa administration for 6 weeks resulted in significant
decrease in MDA levels and significant increase in GSH levels of geese implying that Nigella sativa could be protective

against oxidative stress.
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GIRiS

N

olan bolgelerde yetigen bir bitki tirtdir. Tohumlari,

igella sativa (¢orek otu) Ranunculaceae

familyasindan olup, siklikla Akdeniz’e kiyisi

genellikle gidalarda dogal tat ve koku verici etkile-
rinden dolayr katki maddesi yada tibbi amaglarla
astim, hipertansiyon, diabet, oksirik, ates dusiri-
cl, yangl ve ekzema gibi bir ¢ok hastaliga karsi
koruyucu ve sagaltim amaci ile kullanilmaktadir
2005; Cheikh-Rouhou ve ark., 2007).

Farmakolojik etkilerinden dolayi ¢érek otu tohumla-

(Salem,

rindan ve yagindan karminatif, dilretik, laktagog ve
vermifuj olarak yararlanilmaktadir (Ali ve Blunden,
2003). Cheikh-Rouhou ve ark. (2007) N. sativa
tohumlarinin terapoétik olarak bazi hastaliklara karsi
koruyucu ve tedavi edici Ozelliginin blnyesinde
bulunan bir takim aktif bilesiklerden kaynaklanabile-

cegini bildirmislerdir.

N. sativa yaginin High Performance Liquid
(HPLC)
biyolojik olarak doért adet aktif bilesigi (thymo-

Chromatography ile yapilan analizinde
quinone, dithymoquinone, thymohydro-quinone ve
thymol) tespit edilmistir (Salem, 2005). Bu bilesikle-
rin en aktif formunun thymoquinone oldugu ve lipit
peroksidasyon drlnleri ile yangi belirteglerinin
olusumunu engelledigi bildirilmistir (Houghton ve
ark., 1995; Salem, 2005). N. sativa ekstraktinin anti-
inflamatuar ve analjezik etkileri de in vivo olarak
ratlarda gosterilmistir (Al-Ghamdi, 2001). N. sativa
yaginin karacigerde glukoneojenezi azaltarak anti-
diabetik etkiye ve makrofajlarin fagositik aktivitesini
artirarak immunstimulan etkilere sahip oldugu
2004).

anti-mikrobiyel,

bildirilmistir (Fararh ve ark., Ayrica N.

sativa’nin  anti-timoral, anti-
histaminik, anti-helmentik ve anti-viral etkilerinin
2005).

Ozellikle oksidatif stres ve serbest radikal kaynakli

oldugu da rapor edilmektedir (Salem,
toksik hasarlara karsi ¢orek otunun antioksidan
ozellikleri tespit edilmistir (Nagi ve Mansour, 2000;
Kanter ve ark., 2003; Soleimani ve ark., 2008).
Bunun yaninda N. sativa’nin ylksek dozlarinin

karaciger, bobrek ve kalp glutatyon (GSH) seviyele-

rini distirdigu ve bu organlarda toksik olabilecegi
de ileri sirtilmektedir (Ali ve Blunden, 2003).

GSH, tripeptid tiyol yapida karaciger hiicreleri-
nin sitoplazmasinda sentezlenen enzimatik olmayan
antioksidan bir maddedir. GSH ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonunda, hiicrelerde serbest radikaller
sonucu olusan oksidatif strese karsi 6nemli bir
savunma mekanizmasini olusturmaktadir (Vina ve
ark., 1980). Bu etkilerini dogrudan oksidanlara karsi
hidrojen transfer ederek veya glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) enzimi araciliginda hidrojen peroksit’in
(H,0,) suya ve oksijene doénlisiminde koenzim
olarak yapmaktadir. GSH dizeylerindeki azalma
hiicrelerde serbest radikal hasarina karsi hassasiyeti
2004). Antioksidan

kapasitedeki azalmaya yada cesitli sebeplerle fazla

artirmaktadir (Wu ve ark.,
miktarda olusan serbest radikallere bagl olarak
hiicrelerde lipit peroksidasyonu sonucu ortaya ¢ikan
malondialdehit (MDA) ise siklikla lipit peroksidas-
yonunun bir
kullanilmaktadir (De Zwart ve ark., 1999). Hiicrede

belirlenmesinde indikator olarak
reaktif oksijen tlrlerinin doymamis yag asitleri ile
tepkimesi sonucu olusan lipit hidroperoksitlerinin
yikimi sirasinda aldehitler (baslica MDA), pentan,
konjlige dienler gibi bir takim son urinler olusmak-
tadir (Slater, 1984). Acgiga ¢ikan MDA biyolojik olarak
aktif bir molekil olup hicrede DNA, proteinler ve
membran bilesenleri ile ¢apraz bag olusturarak
buralarda yapisal ve fonksiyonel bozukluklara yol
acmaktadir (De Zwart ve ark., 1999). Nitrik oksit
dokularda fizyolojik ve patolojik bircok olayda
degisik biyolojik etkilere sahip aktif bir molekil olup
superoksit radikali ile reaksiyonu sonucu peroksi-
nitrit radikalinin olusumuna yol agarak oksidatif
streste rol aldigi ileri strilmektedir (Rubbo ve ark.,
1994).

Yapilan bu c¢alismada, N.sativa uygulamasinin
kazlarda 6 haftalik siirede antioksidan/prooksidan
denge lzerine etkilerini saptamak Uzere plazma
MDA, NO ve tam kan GSH diizeylerindeki degisiklik-

lerin arastirilmasi amaglanmustir.
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MATERYAL ve METOT

Calismada Kafkas Universitesi Arastirma ve Uygula-
ma Ciftliginden temin edilen 8 adet 4 aylk Anser
anser irki disi kaz kullanildi. Lokal marketlerden
temin edilen N. sativa tohumlari 6gltildikten sonra
ginlik olarak taze hazirlanmak kaydiyla % 5
oranininda yeme (Tablo 1) homojen bir sekilde
karistirilarak 6 hafta boyunca kazlara ad libitum

olarak uygulandi.

Her hafta baslangicinda olmak tizere kan or-
nekleri V. subcutenea ulnaris’den EDTA’l tlplere
alindi. MDA ve NO tayini igin, kan ornekleri oda
Isisinda 3000x g de 10 dakika santrifiij edilerek
plazmalari ayrildi ve ayrilan plazmalar -25 °C’ de
saklandi. Plazma MDA dizeyleri Yoshioka ve ark.’nin
(1979) bildirdigi yonteme goére spektrofotometrik
olarak olclildi. Kisaca, Lipit icerik, dusik pH ve
Tiyobarbitirik asit (TBA)'li ortamda isitildiginda MDA
ile iki TBA molekiliiniin birlesmesi sonucu 535
nm’de absorbans veren stabil kirmizi pembe renkli

madde olusmaktadir. Kalibrasyon igin 2,5-5-10 ve 20

bildirdigi yonteme gore olcildi. EDTA’I kanin distile
su ile hazirlanan hemolizatinda, -SH tasimayan tim
proteinler ¢okturuldu ve elde edilen berrak sivida SH
gruplarinin 5,5’-(2-ditiobis nitrobenzoik asit) (DTNB)
ile olusturdugu sari renkli kompleks, 412 nm dalga
boyunda kolorimetrik olarak olguldi. Plazma NO
dlzeyleri ise Miranda ve ark. (2001)’'nin bildirdigi
yonteme gore mikroplayt okuyucuda olguldi.
Uygulanan yontemin temelinde nitrat, VaCl; ile
nitrit’e donlsturulmektedir. Nitrit ile sulfanilamidin
asidik ortamda N(1-Naftil) etilendiamine dihidro-
klorar ile renkli

reaksiyonu sonucu diazonyum

bilesigi meydana gelmektedir. Olusan renkli
kompleks 540 nm’de kolorimetrik olarak olguldi.
Kalibrasyon igin 1000 pM stok nitrit ve nitrat
¢ozeltsinden 200, 100, 50, 12.5, 6.25,3.125 pM’lik

derisimde ¢ozeltiler kullanildi.

Verilerin istatistiksel analizleri SPSS Windows
10.0 paket programi kullanilarak gergeklestirildi. Her
bir parametre, Analysis of Repeated Measures

Metodu ile test edildikten sonra post-hoc testler

(haftalar arasi karsilastirmalar, pairwise
umol/L derisimlerinde olacak sekilde, etil alkolde . . . .
comparisons) Bonferoni dizeltmesi kullaniimis
¢O6ziinmuis 1.1.3.3-tetraetoksipropan kullanildi. Tam . ..
paired samples t-testi ile yapildi.
kan GSH duzeyleri Beutler ve ark.nin (1963)
Tablo 1. Yem Kompozisyonu.
Table 1. Feed Composition.
igindekiler % Kompozisyon %
Misir 60.50 Kuru Madde 90.07
Soya Unu 29.50 Ham Protein 21.75
Balik Unu 4.00 Ham Yag 5.98
Bitkisel Yag 3.30 Ham Seliiloz 3.25
Mermer Tozu 1.20 Ham Kl 3.22
Dikalsiyum Fosfat 0.50 N’siz Oz Madde Miktari 55.87
Sodyum Klorir 0.30 Metabolik Enerji ( kcal/kg) 30.43
DL-Metiyonin 0.10
Lizin 0.10
Vitamin — Mineral Premiks 0.50

BULGULAR

Anser anser irki kazlarin yemlerine % 5 oraninda
ilave edilen N. sativa’nin haftalara gore plazma
MDA, NO ve tam kan GSH diizeylerine etkileri Sekil
1 ve Tablo 2'de gosterildi. Calismada, 1. haftaya
gore 2., 3., 4., 5. ve 6. haftalarda MDA diizeylerinin

anlamh derecede disiik oldugu tespit edildi. 2., 3.,
4., 5. ve 6. haftalarda MDA duzeylerinde bir fark
tespit edilemedi. Tam kan GSH duizeylerinde ise 1.
haftaya gore 2., 3., 4., 5., ve 6. haftalarda anlamli
derece artislarin oldugu gozlendi. Plazma NO
diizeylerinde haftalara goére istatistiksel bir fark

tespit edilemedi.
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Sekil 1. Anser anser irki kazlarda N. sativa tohumu uygulamasinin haftalara gére plazma nitrik oksit (NO), malondialdehit

(MDA) ve tam kan glutatyon (GSH) dlzeylerine etkileri.

Figure 1. The effects of N. sativa seeds application on plasma nitric oxide (NO), malondialdehyde (MDA) and whole blood
glutathione (GSH) levels of Anser anser Geese with respect to the weeks.

* 1. hafta ile karsilastirildiginda anlamli farkliligi gosterir, * Value is significantly different from that of week-1

Tablo 2. Anser anser irki kazlarda N. sativa tohumu uygulamasinin haftalara gére plazma nitrik oksit (NO), malondialdehit

(MDA) ve tam kan glutatyon (GSH) diizeylerine etkileri.

Table 2. The effects of N. sativa seeds application on plasma nitric oxide (NO), malondialdehyde (MDA) and whole blood
glutathione (GSH) levels of Anser anser Geese with respect to the weeks.

Haftalar NO (umol/L) GSH (mg/dl) MDA (umol/L)
1. Hafta 11.68+1.89° 23.38+2.32° 18.64+1.44°
2. Hafta 13.81+3.87° 27.88+2.82° 15.41+1.83°
3. Hafta 14.07+2.46° 31.68+2.65° 13.67+0.78°
4. Hafta 8.75+1.80° 31.05+2.81° 14.46+1.84°
5. Hafta 12.16+1.75° 31.80+2.43° 14.20+1.42°
6. Hafta 9.85+2.05° 32.17+2.98° 15.17+1.31°

Ayni sttun igerisinde farkli harflerle gosterilen degerler istatistiksel olarak farklidir (p<0.05).

Values with different letters within the same column indicates significant differences (p<0.05).

TARTISMA

Lipit peroksidasyonu, dokularda serbest radikal veya
ROS olarak adlandirilan molekillerin, hicrelerdeki
fosfolipitlerin yapisinda bulunan poliansature yag

asitleri ile etkilesime girmesi sonucu ortaya gikan bir

dizi reaksiyondur (Valko ve ark., 2007). Hicre

bu
cikan

membranlarindaki dejeneratif reaksiyonlar

sonucunda ortaya yan Urlnler ‘lipit

peroksidasyon Urlnleri’ olarak adlandiriimaktadir.
MDA dokularda lipit peroksidasyonu sonucu agiga

cikan ve lipit peroksidasyonunun tespitinde siklikla
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yararlanilan bir parametredir (De Zwart ve ark.,
1999). Reaktif oksijen tirleri ve serbest radikaller,
fizyolojik kosullarda endojen olarak siirekli tretilen
Serbest radikaller

molekiillerdir. organizmada

antioksidan sistemler tarafindan etkisiz hale
getirilerek ya da slrekli dengede tutularak meydana
gelebilecek zararlar 6nlenmektedir. N. sativa yaginin
diphenylpcriylhydracyl (DPPH) radikaline hidrojen ve
elektron vererek bu radikali indirgemesi sonucu
antioksidan etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Burits
ve Bucar, 2000). Zaher ve ark. (2008) yaptiklari bir
calismada, ayni sekilde in vitro olarak N. sativa’nin
DPPH radikalini indirgeyerek C vitamininden daha
etkili bir antioksidan oldugunu rapor etmislerdir.
Yapilan baska bir in vivo deneyde ise ayni sekilde
antioksidan etkisine bagli olarak doksorubisin
kaynakli ROS Uretimini ve oksidatif strese bagh
kardiyo toksisiteyi onledigi ileri strtilmustir (Nagi ve
Mansour, 2000). Galismada 1. haftaya gore diger
haftalarda duslk tespit edilen MDA diizeyleri N.
glclt  bir
oldugunu bildiren diger calismalarla uyum goster-

sativa’nin antioksidan etkiye sahip

mektedir.

N. sativa’nin NO radikalini inhibe ettigi ve non-

enzimatik lipit peroksidasyon testinde de lipit
peroksidasyonuna karsi etkili bir sekilde koruyucu
rol oynadigi bildiriimektedir (Zaher ve ark., 2008).
Mahmood ve ark. (2003) yaptiklari in vitro bir
calismada N. sativa’nin murin (rodent) peritoneal
makrofajlarinda NO sentezini inhibe ederek yangisal
oncil maddelerin olusumunu engelledigini ileri
siirmuslerdir. Ratlarda yapilan baska bir calismada
ise karbon tetrakloriir (CCl,) uygulamasi sonucu
nitrosatif strese bagh olarak olusan plazma NO
seviyesindeki artisin, oral yolla verilen N. sativa
ekstrati ve yagl ile inhibe edildigi tespit edilmistir.
Uygulanan CCl,Gn, plazma tumor necrosis factor-a
(TNF-a)

induklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) vasitasi ile

seviyesini artirarak bu tip sitokinlerin
plazma NO seviyesinde artisa yol actigi ve N.
sativa’nin NO ile TNF-a seviyesindeki artisi 6nledigi
2008).
Yapilan calismada plazma NO diizeylerinde 6 hafta

rapor edilmektedir (Soleimani ve ark.,

boyunca istatistiksel bir fark tespit edilememistir.
NO dizeylerinde her hangi bir degisimin tespit
edilememis olmasi, NO sentezinde rol alan iNOS’un
sentezini indiikleyici maddelerin ortamda bulun-
mamasindan kaynaklanabilecegini dislindiirmekte-
dir.
toksik Urunler ve hipoksiye bagl olarak olusan

Ornegin, sitokinler, lipopolisakkaritler, baz

maddeler iNOS’un transkripsiyonu ve sentezini
uyararak NO’ni sentezi artirmaktadir (Moncada ve
ark., 1991; Marletta, 1993). Belirtilen ¢alismalarda
uygulanan ksenebiyotiklerden dolayi NO dretiminin
iNOS enzimi araciliginda artmasina bagh olabilecegi
ve bu artislarin uygulanan N. sativa ile azaltilabilece-

gi distintilmektedir.

Dokularda olusan endojen ve eksojen kaynakli
serbest radikallerin zararli etkilerine karsi enzimatik
ve non-enzimatik antioksidan sistemlerin koruyucu
etkileri bulunmaktadir. Superoksit dismutaz (SOD),
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve katalaz (CAT)
enzimatik antioksidanlar iken GSH ise hicrelerde
non-enzimatik bir molekuldur.
GSH'In dogrudan hidroksil radikallerini (OH) ve

singlet oksijeni ('0,) etkisiz hale getirmesinin

antioksidan etkili

yaninda GSH-Px’in kofaktorli olup, oksidatif stresin
onlenmesinde 6nemli rol aldigi kaydedilmektedir
(Valko ve ark., 2006; Valko ve ark., 2007). Farkli
calismalarda, gentamisin ve ifosfamidin’in neden
oldugu boébrek hasarlarinda, N. sativa’nin ve dort
aktif ekstratindan biri olan thymoquinon’un azalan
doku GSH seviyelerini ylikselterek normalize ettigi
bidirilmektedir 2005). bir

sativa’nin thymoquinonca

(Salem, Yine baska
c¢alismada ratlarda N.
zengin fraksiyonunun plazma antioksidan enzimleri-
ni ve bu enzimlerin gen ekspresyonlarini artirdig
tespit edilmistir (Ismail ve ark., 2009). Yapilan bu
calismada N. sativa’nin birinci haftaya gére diger
haftalarda artan GSH dizeyleri yukarida belirtilen

¢alismalarla uyum gostermektedir.

Sonug olarak, kaz yemine 6 hafta siireyle ilave
edilen N. sativa’nin plazma MDA dizeylerinde bir
bir

saglayarak oksidatif strese karsi koruyucu etkiye

dislis, GSH diizeylerinde ise anlamli artis

sahip olabilecegi kanaatine varilmistir.
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