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1. OZET

Bu ¢alismada renovaskiiler hipertansiyon (RVH) nedenli bobrek, kalp ve beyin
dokularinda olusan hasara karsi nigella sativanin koruyucu etkileri arastirilmistir.
Sham (n=8) veya 2B-1K operasyonu yapilan Wistar albino sicanlarina operasyonun
3. haftasindan baglayarak devam eden 4 hafta siiresince intraperitoneal olarak nigella
sativa (0.2 mg/kg/giin; n=8) veya ay¢icek yagi verilmistir. Kalp fonksiyonlarin
degerlendirmek i¢in indirek kan basinci dlgiimleri ve ekokardiyografik goriintiileme
yapilmustir. 7. haftanin sonunda siganlar dekapite edilerek kan ve doku (kalp, beyin,
bobrek) ornekleri alinmigtir. 2B-1K hipertansiyon, kan basincimi artirarak ve sol
ventrikiil fonksiyonunu azaltarak, periferal hedef organlardaki oksidatif doku
hasarinin gdstergesi olan kalp, bobrek ve beyin dokularinda glutatyon ve Na+/K+-
ATPaz’da oOnemli Olglide diisiis yapmis aynm1 zamanda lipid peroksidasyonu
artirmigtir. Ayrica endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) ve indiiklenebilir (iNOS)
seviyeleri de 2B-1K’ye bagli olarak degismistir. Bunlara ek olarak serumda asimetrik
dimetilarjinin (ADMA) seviyesi artmis ve nitrik oksit seviyesi ise azalmigtir. NS ile 4
haftalik tedavi sonunda incelenen parametrelerin degerleri geri ¢evrilmis; endojen
antioksidanlarin artig1 ve lipid peroksidasyonun inhibisyonu ile hedef organlardaki
hipertansiyon indiiklii oksidatif hasar diizelmis ve kardiyovaskiiler fonksiyonlar

tyilestirilmistir.

Anahtar Soézciikler : Glutatyon, lipid peroksidasyonu, Nigella sativa, renovaskiiler
hipertansiyon.



2. SUMMARY

Protective effects of Nigella sativa against tissue damage and hemodynamic

changes caused by renovascular hypertension in rats.

In the present study the protective effects of nigella sativa against renovascular
hypertension (RVH)- induced kidney, heart and brain tissue damage were
investigated. Wistar albino rats were divided into sham-operated (n=8) or 2B-1K
groups, in which rats received either intraperitoneally nigella sativa (0.2 mg/kg/day;
n=8), or vehicle (sunflower oil, n=8) starting by the 3 week of the operation for the
consecutive 4 weeks. Indirect blood pressure recordings and echocardiographic
imaging were made to evaluate the cardiac function. At the end of the 7™ week, the
animals were decapitated and blood and tissue (heart, brain, kidney) samples were
taken. 2K1C hypertension resulted in increased blood pressure, and reduced left
ventricular function, leading to increased lipid peroxidation concomitant with
significant reductions in glutathione, Na+/K+-ATPase in the cardiac, renal and
brain tissues, indicate the presence of oxidative tissue damage in peripheral target
organs. Furthermore endothelial nitric oxide synthase (eNOS) and inducible nitric
oxide synthase (iNOS) levels were found to be altered due to 2B-1K. In addition,
asymmetric dimethylarginine (ADMA) levels increased and nitric oxide levels were
decreased in serum samples. On the other hand, 4-week treatment with NS reversed
all the measured parameters, ameliorated hypertension-induced oxidative injury in
the target organs and improved cardiovascular functions through the augmentation
of endogenous antioxidants and the inhibition of lipid peroxidation by maintaining a

balance in oxidant/antioxidant status.

Key Words: Glutathion, Ilipid peroxidation, Nigella sativa, renovascular
hypertension.



3. GIRIS VE AMAC

Hipertansiyon giiniimiiziin ve gelecegin Onemi giderek artan bir saglik
sorunudur. Esansiyel oldugu gibi ¢esitli nedenlere baglanabilen sekonder form da bu
sikligin icinde yaklasik %5-10 gibi bir orana sahiptir. Bunlardan biri olan
renovaskiiler hipertansiyon (RVH) unilateral, bilateral ya da segmental renal
hipoperflizyona sebep olan lezyonlara bagli vaskiiler rezistans artist veya renal
fonksiyon degisiklikleri sonucu ortaya ¢ikan kan basmct yiiksekligidir.
Kardiyovaskiiler sistemin maruz kaldigi bu yiiksek basing nedeniyle tiim
organizmada ¢esitli komplikasyonlar ortaya ¢ikmaktadir. Bunlar arasinda serbest

radikal olusumu nedeniyle ortaya ¢ikan doku hasarlar1 6nemli bir yer tutmaktadir.

Hiicrelerde gergeklesen oksijen metabolizmasi sonucunda zararli reaktif oksijen
tiirleri (ROS) olusmaktadir. Normal kosullarda oksidan olusum hizi ve miktar1
oksidan eliminasyonu ile denge halindedir. Prooksidan ve antioksidanlar arasindaki
dengesizlik sonucu oksidan maddelerin agir1 iiretimi oksidan strese neden olur ki bu
da hiicresel antioksidan kapasiteyi tiiketir. Bobrek ve vaskiiler dokular, patolojik
kosullarda renal disfonksiyon ve damar hasari olusumunda 6nemli rol oynayan
NADPH oksidaz tiirevli ROS yoniinden olduk¢a zengindir. Deneysel ¢alismalarda
renovaskiiler olaylara bagli olarak artan oksidatif stresin kardiyovaskiiler patolojide
onemli rol oynadig1 gosterilmistir (101). Literatiirde siganlarda yapilan 2-bobrek, 1-
klip islemi ile renal perfiizyon basincinin azalmasi sonucunda her iki bobrekte de
anjiyotensin II’ nin artti§1 ve anjiyotensin II’ ye bagimli hipertansiyon olustugu
belirtilmistir (75). Deneysel renovaskiiler hipertansiyon gelistirilen domuzlarda
yapilan bir calismada, renovaskiiler hipertansiyonun erken safhalarinda plasma renin
aktivitesi ve ortalama arteriyel basincin artisinin, sistemik oksidatif stres artisi ile
iligkili oldugu bulunmustur. Dokularda bulunan oksidasyona duyarli mekanizmalarin
aktivasyonu renal arter stenozu ve hipertansif bobrek hasari olusumunda 6nemli rol
oynamaktadir (63). Renovaskiiler hastaligin erken sathalarinda, C ve E vitamini gibi
antioksidanlarin kronik olarak uygulanmasinin bobrek kan akimini, glomeriiler

filtrasyon hizin1 ve lokal perfiizyonu diizenledigi de gosterilmistir (19).



Nigella sativa, Ranunculaceae familyasina ait bir bitkidir (93). N. Sativa yagi
HPLC ile analiz edildiginde, thymoquinone (TQ), dithymoquinone (DTQ),
thymohydroquinone (THQ), ve thymol (THY) nin Nigella sativanin ana aktif
bilesenleri oldugu bulunmustur (48). Nigella sativa’nin antioksidan, hipotansif,
analjezik, iirikoziirik, koleretik, antiliremik, antidiyabetik ve antihistaminik gibi
cesitli farmakolojik 6zellikleri vardir (8). Reaktif oksijen tiirlerinin birgok hastaligin
patogenezinde rol oynamasit dogal antioksidanlarin bu hastaliklarin gelismesini
engelleyebilecegine dair ilgi uyandirmistir (89). Nigella sativa tohumlarinin
potansiyel 06zelligi bir veya daha ¢ok bileseninin antioksidan oOzelliklerine bagl
olarak toksisiteyi azaltmalaridir (6). Literatiirde, sigan hipokampiisiinde gelistirilen
serebral iskemik reperfiizyon hasarina kars1 Nigella sativa yagi ve Thymoquinone’
un lipid peroksidayonunu azaltarak koruyucu etki gosterdigi belirtilmistir (49).
Karbontetra klorlire maruz kalmis siganlarda yapilan bir ¢alismada Nigella sativa’
nin lipid peroksidasyonunu ve karaciger enzimlerini azalttigi, antioksidan savunma
sistemini giiclendirdigi ve hatta kilo kaybim1 engelledigi bulunmustur (56).
Radyoterapi insanda kanser terapisinde kullanilan ¢ok yaygin bir tedavi yontemi
olmakla birlikte iyonizan radyasyonun reaktif oksijen radikallerinin (ROS)
olusumunu indiikledigi bilinmektedir. Yapilan bir ¢aligma ile Nigella sativa’ nin
radyasyonun dokulardaki zararli etkilerini antagonize ettigi belirlenmistir (17).
Iskemi reperfiizyon (I/R) ile gastrik lezyon olusumunda serbest radikallerin rolii
oldugu bilinmektedir. Nigella sativa yagi’ nin lipid peroksidasyon (LPO) ve laktat
dehidrojenaz (LDH) seviyelerini azaltarak, glutatyon (GSH) ve siiperoksid dismutaz
(SOD) seviyelerini artirarak I/R ile indiiklenmis gastrik lezyonlara kars1 koruyucu

etkisi gosterdigi bulunmustur (29).

Bu calismada deney hayvanlarinda gelistirilen renovaskiiler hipertansiyonun
ozellikle bobrek, kalp ve beyin dokularinda olusturacaklar1 hasar belirlenerek bu
hasarda serbest radikallerin rolii degerlendirilecektir. Ayrica antioksidan 6zellikleri
olan Nigella sativa’ nin gerek kan basincina ve gerekse dokulardaki oksidan hasara

kars1 koruyucu etkilerinin aragtirilmasi amaclanmistir.



4. GENEL BILGILER
4.1 Hipertansiyon ve hipertansiyonun tarihcesi

Hipertansiyon, yetiskin populasyonunun 6nemli bir kismim ilgilendiren, kan
basinci yiikselmesi ile karakterize, tedavi edilmezse yiiksek oranda morbidite ve
mortaliteye neden olan bir saglik sorunudur (111). Kan basincinin 160 mmHg
sistolik - 90 mmHg diyastolik basing siirlarini astig1 durumlarda hipertansiyon s6z

konusudur.

Ulkemizde 12 milyon civarinda hipertansiyon hastast oldugu tahmin
edilmektedir. En gelismis tilkelerde bile hastalarin 6nemli bir kisminin (%30)
hipertansif olduklarinin farkinda olmadiklar1 ve tedavi altinda olan hastalarin (%59)
ise ancak % 30 civarinin kan basinglarinda yeterli kontrol saglandigi saptanmistir

(111).

Hipertansiyonun tarihi iki donemde incelenmektedir: (9)

1) Hipertansiyon patofizyolojisinin tanimlandig1 tedavi 6ncesi donem (1970 6ncesi)
2) Hipertansiyonda ila¢ tedavisinin dneminin tespit edildigi tedavi donemi.

Hipertansiyonda tedavi 6ncesi donemde yapilan 6nemli gelismeler;

- 1844’te, Bright arteriyel hipertansiyonun renal patoloji ve sol ventrikiil
hipertrofisi ile iligkisini tanimlamigtir.

- 1874’de, Mahomed ilk arteriyel basing Ol¢liimiinii ve esansiyel
hipertansiyonun tanimini yapmistir.

- 1898°de Tigerstet renini tanimlamistir.

- 1895°de Oliver ve Schafer tarafindan adrenalin kesfedilmistir.

- 1912°de Pick, sekonder hipertansiyon - Feokromasitoma iligkisini
tanimlamastir.

- 1914’de Volhard and Fahr, hipertansiyon dahil olmak {izere, malign - benign
nefroskleroz ve arteriyel hastaliklarin histopatolojisini agiklamigtir.

- 1932’de Cushing, sekonder hipertansiyon-Cushing sendromu iliskisini

tanimlamastir.



1934°de Goldblatt, deney hayvanlarinda renal arter stenozunun kan basincini

ylukselttigini gostererek olas1 mekanizmalar1 incelemistir.

- 1953°de Simpson ve arkadaslari tarafindan “aldosteron” kesfedilmistir.

- 1955’de Conn, Conn sendromu olarak bilinen “primer aldesteronizm”i
tanimlamis ve bu hastalardaki kan basinci artisina dikkat ¢ekerck sekonder
hipertansiyon primer aldesteronizm iliskisini tanimlamistir.

- 1955’de, Von Euler sempatik sinir sisteminin norotransmiteri olarak
“noradrenalin”i tanimlarken, Peart, “Anjiyotensin II (A II)’nin renin
sisteminin aktif peptidi oldugunu bildirmistir.

- - 1958-1960’da Gross, Davis, Genest, Laragh renin ve aldosteron arasindaki

iliskiyi agiklamislardir.

Tedavi doneminin baslamasiyla birlikte yapilan klinik ¢aligmalarla
antihipertansif tedavinin degeri kanitlanirken genetik alanindaki ilerlemelerle de ¢ok

sayida nadir goriilen hipertansiyonun sebebi tamamen karakterize edilmistir (9).
4.1.1 Hipertansiyonun etyolojik olarak simiflandirilmasi

Hipertansiyon etiyolojik olarak primer (esansiyel) ve sekonder olarak
siniflandirilir (Tablo 1). Hipertansif hastalarin %90°nindan fazlasinda hipertansiyon
primerdir. %10’nundan azinda ise hipertansiyonun saptanabilen bir nedeni vardir. En
stk goriilen sekonder hipertansiyon nedenleri arasinda kronik bobrek hastaligi ve

renovaskiiler hastaliklar yer almaktadir (111).

Tablo 1. Hipertansiyonun etyolojik siniflandirilmasi (111)

1- Primer veya esansiyel

2- Sekonder
a. Kronik bobrek hastaligi
b. Renovaskiiler hastalik
c. Endokrin nedenler
d. Aort koarktasyonu
Gebelikle ortaya ¢ikan
f. Norolojik hastaliklar



g. Ilaglarla ortaya ¢ikan hipertansiyon

Primer hipertansiyonda tedavi prensibi dogrudan kan basincimi diigiirmek ve
yilksek kan basincina baghh degisimleri diizeltmek (46) iken sekonder
hipertansiyonda amag¢ primer nedene yoneliktir (107). Ornegin hipertansiyon
bobrekteki patolojik bozukluklara bagli ise Oncelikle bu durumun diizeltilmesi

gerekir ve bu siire i¢inde antihipertansif ilaglarla tedavi esastir (85).
4.1.2 Kan basincimin diizenlenmesi

Kan basinci noral, hiimoral ve lokal faktorlerle diizenlenir. Kan basincinin kisa
stireli adaptasyonu baglica noral olarak iletilen vazomotor degisikliklerle saglanir.
Regiilasyona yardimci diger faktorler ise baroreseptdr ve kemoreseptorlerdir.
Otoregiilasyon merkezi medulla oblongatadir. Kan basincinda diisme durumunda
periferden vazomotor merkeze gelen uyarilar sempatik sistemin aktivasyonu ile
vaskiiler diiz kas kontraksiyonuna ve kalp hizinda artisa yol agar. Noral uyarilarin
iletilmesi norepinefrin ve epinefrin araciligi ile olur. Kan basincinda yiikselme
durumunda ise sempatik aktivite azalir, parasempatik aktivite artar ve yukaridaki
kardiyak ve vaskiiler degisiklikler ters yonde degisir. Noral uyarilarin epinefrin ve
norepinefrin araciligr ile iletimi, organdaki spesifik reseptorlerin uyarilmasi ile
saglanir. Bu reseptorler alfa ve beta adrenerjik reseptdr olarak iki gruptur ve kan
basincinin diizenlenmesinde 6nemli bir role sahiptir. Kan basincinin hiimoral ve
lokal regiilasyonunda vazopressor ve vazodepressor hormonlarin rolii vardir (111).
Dolayisiyla son yillarda tedaviye yonelik calismalarda bu faktorlerin diizenlenmesi

esas alinmaktadir.
4.2 Renovaskiiler Hipertansiyon

Sekonder hipertansiyonun en sik goriilen sebeplerinden biri olan renovaskiiler
hipertansiyon bdbrek arterlerinde unilateral, bilateral ya da segmental
hipoperfiizyona sebep olan lezyonlara bagli vaskiiler rezistans artigt veya renal
fonksiyon degisiklikleri sonucu ortaya ¢ikan kan basinci yiiksekligidir. Diger bir
deyisle; renovaskiiler hipertansiyon, renal arter stenozu sonucu olarak gelisen bir

hipertansiyondur.



Renal arter stenozu pek c¢ok sebebe bagli olarak gelismekle beraber, vakalarin
%90’ nin sebebi aterosklerotik renal arter stonozudur ki hastalarin ¢cogu 50 yasinin
iistlindedir. Renal arter stenozunun %10’ luk kismuni ise renal arterde gelisen

fibromiiskiiler displazi olugturmaktadir (4).
Renovaskiiler hipertansiyon alanindaki ¢alismalar kisaca asagidaki gibidir: (9)

Richard Bright, 1827 yilinda bobrekte sertlesmenin 6dem, proteiniiri ve nabiz

alimindaki zorluk ile iliskili oldugunu gostermistir (15).

1874 yilinda Mohamed renal hastalig1 olan kisilerin arteriyel sistemlerinde yiiksek

tansiyon oldugunu bildirmistir (68).

Goldblatt ve arkadaslar1 1930’ larda yaptiklar1 ¢aligmalarla bobrek ana renal arterine
klip takilarak bobrek perfiizyonundaki azalmanin siirekli bir arteriyel basing artisi

sagladigin1 gostermislerdir (38).

Yapilan arastirmalar bobrekteki vaskiiler tikanmalarin sistemik arteriyel basingta
artisa neden oldugunu gostermistir ki bu calismalar hipertansiyonun patojenik

mekanizmasinin anlagilmasina iliskin yeni ufuklar agmstir (35).
4.2.1 Deneysel renovaskiiler hipertansiyon modelleri

Renovaskiiler hipertansiyon i¢in ¢esitli deneysel modeller gelistirilmistir.

Bunlardan en ¢ok kullanilan modeller:

1) 2- Bobrek 1- Klip Deneysel Modeli: Saglam bobregin basing natriiirezine
maruz kaldigi modeldir. Bu modelin uygulanmasi ile anjiyotensine bagh
hipertansiyon gelisir (62).

2) 1- Bobrek 1- Klip Deneysel Modeli: Klip takilmis tek bir bobregin oldugu
modeldir. Sodyum retansiyonu ve sivi hacmi artisina bagli hipertansiyon gergeklesir

(62).

Bu modeller fare, sican, kopek ve domuz gibi pek c¢ok tir {izerinde

uygulanmustir (62).



Ayrica, arter segmentlerinde yapilan ¢aligmalarda liimendeki %70-75 oranindaki

daralmanin basingta diisiis yaptig1 gosterilmistir (99).
4.2.2 Renovaskiiler hipertansiyonun mekanizmasi

Renovaskiiler hipertansiyonun olusumundaki ana mekanizmanin renin-
anjiyotensin-aldosteron sisteminin aktivasyonu aracili oldugu gosterilmistir Sekil-1

de renin anjiyotensin sistemi sematik olarak 6zetlenmistir (34).

Karaciger
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Sekil 1: Anjiotensin II olusumu: endokrin renin-anjiyotensin sistemi

Anjiyotensin doniistiiriici enzim (ADE) uterus, plasenta, damar dokusu, kalp,
beyin, adrenal korteks, bobrek, 16kosit, alveolar makrofaj, periferal monosit, ndronal
ve epididimal hiicrelerde bulunmaktadir (27). Ancak ADE temel olarak endotelyal

hiicrelerde bulundugundan viicuttaki A II’nin ana olugum yeri kan damarlaridir (24).



Yapilan c¢alismalarda ADE inhibitorii ile 6n-tedavi uygulanan hayvanlarda
tedavi siliresince renovaskiiler hipertansiyon gelisiminin geciktirildigi, ve hatta
genetik olarak anjiyotensin-1 reseptdrii olmayan knock-out hayvanlarda ise
renovaskiiler hipertansiyonun gelismedigi gosterilmistir. Son zamanlarda yapilan
transplantasyon caligmalari hem sistemik hem de renal damarlardaki anjiyotensin

reseptorlerinin bu siirece katkida bulundugunu géstermistir (18, 23).

Renovaskiiler hipertansiyonda plazma renin aktivitesi gibi renin-anjiyotensin
sisteminin  Olgiilebilen komponentleri gecici olarak yiikselmektedir. Hem
hayvanlarda hem de insanlarda yapilan caligmalarda sistemik ve renal arteriyel
basincin ve/veya sodyum retansiyonunun artigina bagli olarak renin saliverilmesi
azalmaktadir. Ancak renovaskiiler hipertansiyonun en azindan baglangicinda renin-
anjiyotensin sistemi aktive olmaktadir. Bunu izleyen siirecte renin-anjiyotensin
sistemi disinda endotelin salinimi, sempatik sinir sisteminin aktivasyonu, oksidatif
stres gibi ilave faktorler arteriyel kan basincinin yiiksek seviyelerde kalmasina
katkida bulunur (99). Artmis oksidatif stres, hipertansiyonun direk olusturdugu renal
hasara ek olarak endotele bagli vazodilatasyonun bozulmasinda da rol oynamaktadir

(47).
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Anjiyotensin *Renal Na tutulumu
/\\ ) - *Aldesteron sekresyonu
}J‘c‘ }/’/// Renin ﬂ *Vaskiller etkiler
*Hipertrofi

Anjiyotensin | *Yeniden sekillenme

*Sempatik sinir sistem aktivitesi

ACE U *Miyokardiyal etkiler

|1
| Anjiyotensin Il , ")o-] vel.wtnkul |'1[|)e7(tr0fl$l
*Miyositlerde buyiime

+Sol ventrikilde yeniden sekillenme

=

G

Alternatif vaskiiler mekanizmalar:

Oksidatif stres
Endotelin

Vaskiler prostoglandinler

Sekil 2: Renovaskiiler hipertansiyonun mekanizmasi ve etkileri

Tek tarafli renal arter stenozuna bagli deneysel olarak gelistirilen renovaskiiler

hipertansiyon c¢alismasinda, PGF,.-izoprostanin sistemik plazma seviyelerinin arttig1
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ve bu artisa yanit olarak plazma renin seviyesi diisse bile ortalama arteriyel basincin
arttig1 gosterilmistir. Bu c¢alismada hem stenotik hem de kars1 bobrekteki endojen
radikal siipliriicii seviyelerinin diistiigii gosterilmis ve sistemik oksidatif stres
artistnin RVH patogenezinde rol oynadigi ileri siirtilmiistiir (63). RVH’ 1n erken
donemlerinde plazma renin seviyesi ve PGFyq-izoprostan arasinda gozlenen
korelasyon A II ve oksidasyon aracili yolak arasindaki baglantiy1r desteklemektedir
(74). Anjiyotensin II nitrik oksidin biyoyararlanimimi (NO) azaltan ve arasidonik
asidin oksidasyonu ile izoprostan iireten reaktif oksijen tiirlerini olusturan bir
uyaricidir (80, 69). Ancak erken fazin aksine RVH’ 1n kronik fazinda plazma renin
aktivitesi normale doner ve bu siirecte izoprostan veya ortalama arteriyel basing

arasinda korelasyon olusur (63).
4.3 Renovaskiiler Hipertansiyonda Serbest Radikallerin Rolii

Oksidatif stresin hipertansiyon olusumunda major bir rol oynadigina dair ¢ok
sayida bulgu mevcuttur. Pek ¢ok c¢alismada indiiklenmis oksidatif stresin
hipertansiyona ve buna bagli olarak renal hasara sebep oldugu, antioksidanlarla
yapilan tedavi sonucu hipertansiyonun oOnlendigi ve renal hasarin diizeldigi

gosterilmistir (64).

Hipertansiyon 0Ozellikle de tuza duyarl hipertansiyon renal hasar olusmasinda
onemli ve bagimsiz bir risk faktoriidiir (98) ve hipertansiyon ve oksidatif stres
arasinda giiclii bir iliski vardir. Pek c¢ok caligmada esansiyal hipertansiyonlu
hastalarda antioksidan kapasitenin diistiigli ve reaktif oksijen tiirlerinin saliniminin
arttig1 gosterilmistir (60, 79). Esansiyal hipertansiyonlu hastalarda eritrositlerde SOD
aktivitesi azalmis (88, 79) ve E vitamini seviyesi de diismiistiir (59). Kan basincinin
kontrol edilemedigi hipertansiyon hastalarinda I6kositlerden O, ve H,0O, salinim1 ve
lipid peroksitlerinin plazma seviyeleri artmaktadir (88). Bu hastalarda antihipertansif
tedavi ile serbest radikal iiretimi ve lipid peroksitleri normal seviyelerine diigmiistiir

(79).

A 1II diger hiimoral diizenleyicilerle etkileserek doku ve hiicrelerde kendi
fonksiyonlarmi gergeklestirir. A II diiz kas hiicrelerinin biiylimesini ve

metabolizmasini etkiler ve NADPH oksidazi aktive ederek serbest radikal olusumunu
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baslatir (30, 42, 37). Serbest radikaller Ozellikle siiperoksit anyonu potent bir
vazodilator ve antiagregan olan NO’ yu inaktive eder. Diger taraftan A II hem NO
olusumunu azaltir hem de siiperoksit olusumunu artirir. Ayrica anjiyotensin potent
bir vazokonstriiktor olan endotelin olusumunu da artirir ki endotelinin hipertansiyon,
kalp yetmezligi ve pre-eklampsi gibi hastaliklarin olusumunda 6nemli rol oynadigi
bilinmektedir. Bu yiizden ADE aktivitesinin artis1 sadece A II olusumunu artirmaz
ayn1 zamanda serbest radikal, endotelin olusumu ve salinimini artirirken NO ve
bradikin seviyesini azaltir. Bu nedenle AIl hipertansiyon, ateroskleroz ve diger
kardiyovaskiiler hastaliklarin gerek baslangic gerekse ilerleyen donemlerinde dnemli
rol oynar (86, 16). ADE pek ¢ok dokuda bulundugu i¢cin ADE aktivitesinin artis1 bu
dokularda ya da pek ¢ok organda A II aracili hasara neden olur. Bu ylizden ADE ve
A I’ nin hipertansiyon, ateroskleroz, konjestif kalp yetmezIligi, miyokard infarktiisi,
diyabet, bobrek hastaliklari, kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, endokrin
bozukluklar, psikayatrik bozukluklar, gastrointestinal rahatsizliklar, demans,
Alzheimer hastaligi, cilt hastaliklari, kan hastaliklari, ve pek ¢ok akut ve kronik

inflamatuar durumlarin olusumunda rolleri oldugu diisiiniilmaktedir (24).
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Sekil 3: A II, reaktif oksijen tiirleri, proinflamatuar sitokinler, inflamasyon ve

doku hasar1 arindaki iligki

A II’ nin vaskiiler inflamasyon ve ateroskleroz olusumundaki etkileri

incelendiginde, ateroskleroz ve ona bagli komplikasyonlarin patogenezinde etkili
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olan pro-inflamatuar ve pro-oksidan genlerin ekspresyonunu baslatan ana sitokin NF-

kB’ yi aktive ettigi gosterilmistir (100, 14, 87).

Vaziri ve arkadaslari intakt genetik olarak normotansif siganlarda glutatyonu
azaltmak suretiyle direk oksidatif stres uygulayarak oksidatif stresin hipertansiyon

olusumundaki direk etkisini gdstermislerdir (105).

Farkli hipertansiyon tiplerinin patolojisinde rol oynayan esas serbest radikal
stiperoksit anyonudur. Siiperoksit anyonu ya direk vazokonstriikktor olarak etki
gosterir ya da NO ile birleserek onun bioyararlanimimi  disiiriir  ve
vazokonstriiksiyonu artirir (22). Siiperoksit ve NO’ nun birlesmesiyle daha potent bir
oksidan olan peroksinitrit olusur ki bu da proteinlerdeki tirozin rezidiilerini
nitritleyerek onlarin fonksiyonlarini degistirir (39). Hipertansif siganlarin tedavisinde
liposom-enkapsiile siiperoksit dismutaz (SOD) veya SOD mimetikleri kullanilmis ve
kan basincini ve siiperoksit anyon iiretimini onemli oranda diistirdiikleri goriilmiistiir.
Vaskiiler duvardaki en biiyiik siiperoksit kaynagt NADH/NADPH sistemidir (53,
103). Reckelhoff ve arkadaslar1 A II’ nin diisiik subpressor dozlarda bile in vivo
olarak oksidatif stres olusturabildigini ve bunun da kronik kan basinci yiikselmesini

tetikledigini gostermislerdir (81).

A II’nin hayvan deneylerinde siiperoksit olusturmak suretiyle arteriyel duvarda
ve bobrek dokusunda oksidatif stresi tetikleyen ana basing-peptidi oldugu
gosterilmigtir. Bu durum NO tiiketimine ve yeni oksidanlarin olusumuna neden
olmaktadir ki bu da dokularda daha fazla hasara sebep olamaktadir. Siiperoksit
radikali vazokonstriiktor etkilerinin yanisira diiz kas hiicrelerinin biiyiimesini de

uyarmaktadirlar (109).

Hipertansiyon, koroner damarlarda endotel fonksiyon bozuklugu ile de
iliskilidir, hem in vivo hem de in vitro olarak 6zellikle sol ventrikiil hipertrofisi
gelistikten sonra miyokardiyal perfiizyonun bozuldugu gosterilmistir (45, 50).
Vaskiiler reaktivitedeki etkisine ek olarak vaskiiler duvarin diger baska fonksiyonlar1
tizerine de etkisi vardir. Kan basincindaki artis trombogenesiste degisimlere neden
olur ve endotel permeabilitesini artirir (83, 106). Vaskiiler endotel, bariyer olarak

gorev yaparak homeostazi korudugu gibi antikoagiilan ve antiinflamatuar 6zellikleri
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vardir. Vaskiiler duvarin bariyer fonksiyonu vaskiiler biitiinliiglin ve endotelyal
fonksiyonun korunmasi ile saglanir (78). Hipertansiyon-indiiklii miyokardiyal
disfonksiyonun mekanizmalarindan biri hem insanlarda (47) hem de hayvan (25)
modellerinde gosterilen oksidatif stres artisidir. Yapilan caligmalarda kisa siireli
antioksidan uygulamasi ile koroner epikardiyal endotel fonksiyonun diizeldigi
gosterilmistir (47, 97). Uzun siireli antioksidan uygulandiginda total SOD ve 2
izoformunun aktivitesinin normal seviyelere geldigi bdylece endojen siipiiriicli

aktivitenin korundugu da goriilmiistiir (78).

4.4 Nigella sativa (Corekotu tohumu)

Tedavi agisindan timit vadedici 6zelligi olan Nigella sativa Ranunculaceae
ailesine ait bir dikotiledondur (40).

Nigella sativa giiney Avrupa, kuzey Afrika ve Anadolu’ da bulunmaktadir (89).
Yurdumuzun baslica Bat1 ve Orta kesimlerinde yetistirilmekte olup ¢igekleri agik
mavi renkte ve aktinomorf olan, ince parcali yaprakli, bir yillik kiiltlir bitkisidir.
Meyvesi, 5 folikiiliin tepeye kadar birlesmesiyle meydana gelmis bir kapsiildiir.

Stiluslar ise meyve tepesinde uzun ve dik olarak kalir. Tohumlar1 siyah ve koselidir

(10).

Copyright Alinature 1888- 2007

Resim 1: Nigella sativa bitkisi
Orta asyanin bircok {ilkesinde tedavi amaciyla 2000 yildan fazladir

kullanilmaktadir (33). Nigella sativa tohumlar1 eski Misir ve Yunanli hekimler
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tarafindan basagrisi, nasal konjesyon, dis agrisi, barsak kurtlarina karsi ve adet

sOktiirticli ve laktasyonu artirmak i¢in kullanilmistir (40, 31).

Corekotu Tohumu

Resim 2: Nigella sativa tohumu

Nigella sativa tohumlar1 siyah tohum, black cumin veya “Habatul-Barakah”
olarak bilinmektedir ve Orta ve uzak doguda bronsiyal astim, bas agrisi, dizanteri,
enfeksiyon, obesite, sirt agrisi, hipertansiyon ve gastrointestinal problemler gibi pek
cok hastalikta geleneksel bir ila¢ olarak kullanilmaktadir (92, 5). Egzema gibi cilt

hastaliginda ise kullanim1 biitiin diinyaca kabul edilmistir (40).

4.4.1 Kimyasal Icerigi ve Yapisi

Yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) ile yapilan analizlerde Nigella
sativa yaginda baglica 4 ana aktif maddenin bulundugu gosterilmistir. Bunlar
timokinon (TQ), ditimokinon (DTQ), timohidrokinon (THQ, nigellon) ve timol
(THY) diir (73). Ayrica karbonhidrat, yag, vitamin, mineral, protein ve dokuz
esansiyel amino asitten sekizini de icermektedir. Ayrica tohumlar karacigerde A
vitaminine doniisen karoten igerirler ve kalsiyum, demir ve potasyum kaynagidirlar

(73, 21).
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Sekil 4: Nigella sativa yagindaki etkin maddelerin kimyasal yapilart: TQ, DTQ,
THY ve THQ.

4.4.2 Nigella sativa’ nin Etki Mekanizmasi

Nigella sativa’nin bilesimindeki maddelerin ¢ok ¢esitli olmasi ve her birinin
terapotik etkinliklerinin farkli olmasi nedeniyle Nigella sativa pek c¢ok farklh
farmakolojik etki goOstermektedir. Antioksidan, antiinflamatuar, antimikrobiyal,

antitimor ve immiinomodiilator etkinlikler bunlardan bazilaridir (89).

4.4.2.1 Antioksidan etkisi

O,, OH ve NO (oksidatif stres) gibi serbest oksijen radikalleri elektrik yiikli
molekiillerdir ve hiicrelere saldirarak hiicre yapilarini bozarlar (8). Nigella sativa
tohumlarinin etkilerinden biri de antioksidan 6zellikleri ile toksisiteyi azaltmalaridir
(89).

Karbon tetrakloriir (CCly) ile olusturulan toksisite durumunda, Nigella sativa
yagmin hepatotoksisiteye karsi etkili oldugu gosterilmistir. Artmis K™ ve Ca™ serum
seviyelerini, LPO (lipid peroksidaz) ve karaciger enzim seviyelerini diiglirmiis,
azalmis eritrosit, 10kosit, hemoglobin (66, 65) ve antioksidan enzim seviyeleri
artirmis (55) ve serum lipid profilini diizeltmistir (32).

Sicanlarda potasyum bromat (KbrO3) ’m neden oldugu renal oksidatif hasar
calismasinda profilaktik olarak uygulanan Nigella sativa ekstresinin dokuda LPO ve
oksidatif hasar1 belirgin derecede diisiirdiigii ve glutatyon ve antioksidan enzim

kapasitesini geri dondiirdiigli gosterilmistir (57).
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Siganlara iskemi/reperfiizyon uygulandiktan sonra Nigella sativa yagi veya TQ
uygulanmis ve LDH, GSH ve SOD seviyelerinin normale dondiigii gosterilmistir

(29).

4.4.2.2 Antihistaminik etkisi
Nigella sativa tohumlarinin aktif bilesenlerinin histamin kaynakli inflamatuar
hastaliklarda etkili oldugu gosterilmistir. Nitekim bu tohumlarin uzun yillardir

geleneksel halk ilaglar1 kapsaminda kullanildig1 da bilinmektedir (89).

Yapilan bir klinik ¢alismada, Nigella sativa yaginin alerjik rinit, bronsiyal astim,
atopik egzema gibi alerjik hastaliklarda Immiinoglobiilin E (IgE) ve eozonofil
sayisini, plazma ve idrarda endojen kortizolii diistirdiigii gosterilmis ve Nigella sativa
yaginin alerjik hastaliklarin tedavisinde adjuvan olarak kullaniminin olumlu etkileri

olabilecegi ileri siirtilmiistiir (54).

4.4.2.3 Antienflamatuar etkisi

Akut veya kronik inflamasyonun baglamasi ve ilerlemesinde eikosonoid,
oksidan, sitokin gibi medyatorler ve inflamatuar hiicreler, makrofajlar ve
notrofillerden salinan litik enzimler rol oynamaktadir (61). NO basta olmak iizere
reaktif oksijen tiirleri doku hasarina sebep olan bir dizi toksik oksidatif reaksiyonu
baslatirlar. Yapilan pek cok in vitro ¢aligma ile Nigella sativa yaginin ve aktif
bilesenlerinin inflamasyondan sorumlu medyatorlerin olusumunu inhibe ettigi

gosterilmistir (89).

4.4.2.4 Bagisiklik sistemi iizerine etkisi

Insanlar iizerinde yapilan bir ¢alismada Nigella sativa yagmin CD4 (yardimci
lenfosit) / CDS8 (baskilayici lenfosit) oranint %55; dogal oldiiriicii hiicreleri ise
(NKC) %30 arttirdig1 saptanmistir (44). Bir hafta siireyle Nigella sativa tohumunun
sulu ekstresi alindiginda dogal o&ldiiriicii hiicrelerin miktart ve YAC-1 timor
hiicrelerine kars1 sitotoksisiteleri yaklasik iki kat artmistir (3). Nigella sativa yagi
direkt olarak yenildiginde yashlarda immun direnci arttirir (110). Farelerde

“cisplatin”in neden oldugu hemoglobin ve total 16kosit sayisindaki diisiise engel
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olmustur. Nigella sativa verilen farelerde toplam 16kosit sayist %3.2 oraninda
artmistir (71). Nigella sativa’ nin, T hiicrelerinin bagisiklik sistemindeki etkisini

arttirici 6zelligi vardir (89).

4.4.2.5 Antiviral etkisi

Murine sitomegalovirus (MCMV) immun yetmezligi olan hayvanlarda 6liimciil olan
bir herpes viriis hastaligidir (84). Yapilan bir in vivo ¢aligmada Nigella sativa yagi ile
tedavi yapildiginda MCMV enfeksiyonuna karst belirgin bir antiviral etkinin
olustugu gosterilmistir ki bu da Nigella sativa yaginin antiviral tedavideki umut

vaadedici potansiyelini géstermektedir (90).

4.4.2.6 Antihelmintik etkisi

Sistozomiyaz li¢iincii diinya iilkelerinde goriilen tropikal parasitik bir hastaliktir. Bu
hastaliktan korunmak i¢in agilama gibi tedaviler denenmis olsa da yine de en etkili
tedavi bi¢ciminin kemoterapi oldugu goriilmiistiir (20). Nigella sativa tohum ekstresi
ve TQ bu hastaligin tedavisinde biiyiik basar1 gostermistir. S. mansoni ile enfekte
farelere Nigella sativa yagi verildiginde karacigerdeki S. mansoni kurtlarinin sayisi

azalmistir (2).

4.4.2.7 Antibakteriyal etkisi

Nigella sativa Escherichia coli, Bacillus subtilis, Streptococcus faecalis,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa ve Candida albicans gibi maya ve
mantar gibi pek ¢ok bakteri tiirline kars1 antibakteriyel etkinlik gostermektedir (70).
Ayrica eter ekstresinin pek ¢ok antibiyotikle sinerjistik etki gosterdigi belirtilmistir
(43). Hatta ekstrenin V. cholera, E. coli ve Shigella dysentriae’ nin biitiin tiirleri dahil
antibiyotiklere direng gelistirmis bakterilere karsi da etkili oldugu kanitlanmistir

(70).
4.4.2.8 Antitiimor etkisi

Nigella sativa’nin hem yaginin hem de tohumundaki aktif bilesenlerin anti-

tiimor etkinlik gosterdigi in-vitro ve in-vivo ¢aligmalarla gosterilmistir. Nigella sativa
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yaginin insanlarda degisik kanser hiicrelerine karsi sitotoksik etki gosterdigi
belirtilmistir (52).

Nigella sativa’nin tiimorleri yok etme mekanizmasi tam olarak bilinmemekle
beraber metastaz yapan faktorleri inhibe ettigi diisiniilmektedir (89).

Dietilnitr6zamin veya parsiyel heptektomi ile hepatik timor gelistirilen sicanlar
Nigella sativa ekstrakti ile agizdan beslendiklerinde hepatik tiimoriin baskilandigi
goriilmiistiir (51). Yine metilnitroziire veya 1,2-dimetilhidrazin ile indiiklenen kolon
karsinogenezi Nigella sativa yag ile baskilanmigtir (91).

Nigella sativa yaginin anti timor etkisinde TQ’un rolii tizerinde durulmaktadir.
Nitekim TQ ile yapilan bir calismada igme suyuna ilave edilen TQ’un benzo(a)piren

ile indiiklenen mide tiimoriinti 6nemli derecede baskilandig1 goriilmiistiir (7).
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5. GEREC ve YONTEM

Calismamizda 200-300 g agirliginda her iki cinsten Wistar albino siganlar
kullanildi. Hayvanlar, deney oncesinde iki haftalik siirede laboratuvar kosullarina
(20+2°C, 12 saat aydinlik/12 saat karanlik) alistirilldi. [Bu calisma Marmara
tiniversitesi Hayvan Etik Kurulu’ nun onayi (Karar No: 77.2008.mar) alinarak

yapilmistir. |

5.1. Gruplar ve Deney Protokolii

Calismamizda her biri 8 sigandan olusan 4 grup olusturuldu.
GRUP 1: Kontrol Grubu: Anestezi altinda sham operasyonu yapilan hayvanlara 4
hafta siiresince tasiyici (ay¢icek yagi) intraperitoneal olarak uygulandi.
GRUP 2: Nigella sativa (NS) Grubu: Anestezi altinda sham operasyonu yapilan
hayvanlara 4 hafta siiresince 0.2 mg/kg Nigella sativa yagi intraperitoneal olarak
uygulandi.
GRUP 3: Renovaskiiler Hipertansiyon + Aycicek Yag Grubu: Sekil 5°de
gosterildigi gibi sol bobrege klip takilmak suretiyle 2B-1K ile deneysel olarak
renovaskiiler hipertansiyon olusturulan sicanlara cerrahi islemden 3 hafta sonra
baslayarak 4 hafta siiresince tasiyici (ay¢icek yagi) intraperitoneal olarak uygulandi.
GRUP 4: Renovaskiiler Hipertansiyon + Nigella sativa Grubu: 2B-1K ile
deneysel olarak renovaskiiler hipertansiyon olusturulan sicanlara cerrahi islemden 3
hafta sonra baslayarak 4 hafta siiresince 0.2 mg/kg Nigella sativa yag1 intraperitoneal

olarak uygulandi.

abdominal
aorta

kidney

f

vena cava

Sekil 5: Renal artere klip uygulamasi.
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7 haftalik toplam deney siiresince operasyon oncesinde, operasyon sonrasinda ve
tedavi sonunda tiim gruplardaki herbir hayvanin kan basinglar1 ve ekokardiografik
incelemeleri yapilarak viicut agirliklar1 kaydedildi. Bu siirenin sonunda siganlar
dekapite edilerek kan ve doku (kalp, beyin, bdbrek) ornekleri alindi.
Dekapitasyondan hemen sonra cikarilan kalpler serum fizyolojik ile yikandiktan

sonra filtre kagidi ile kurutuldu, tartildi.

Tiim gruplardan alinan kan orneklerinde, asimetrik dimetilarjinin (ADMA) ve
nitrik oksit (NO) test dlctimleri yapilip antioksidan diizeyi degerlendirildi. Doku
orneklerinde ise glutatyon (GSH), malondialdehit (MDA), Na*, K" -ATPaz, eNOS ve
INOS tayinleri ile histolojik incelemeler yapildi.

5.2. Kan Basmeai Ol¢iimii

Kan basinci sistolik kan basinci olarak (mmHg) tail cuff yontemi ile (Biopac
MP35 Systems, Inc.), t; (cerrahi operasyon Oncesinde), t, (cerrahi operasyondan 3
hafta sonra) ve t; (tedavi sonunda) periyotlarinda 6l¢iildii. Her sicana ait kan basinci

degeri 3 okumanin ortalamasi olarak alindi.

5.3. Serumda Yapilan Incelemeler
5.3.1. Serumda ADMA tayini
Serumda ADMA tayini, ADMA Direct Elisa Kit ile yapildi.
5.3.2. Serumda NO tayini
NO tayini Roche marka Nitric oxide Colorimetric Assay kit ile yapildu.

5.4. Dokuda Yapilan incelemeler
5.4.1. Glutatyon (GSH) tayini:

Dokuda GSH (Glutatyon) tayini Beutler yontemine gore yapildi (13). Ika Werk
homojenizatoriinde buz iistinde 150 mM KCl ¢ozeltisiyle dokularin %10’luk

homojenatlar1 hazirlandu.
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Gerekli Cozeltiler:
0,3 M Na,HPOq4

10 mM DTNB (Ditiyo nitro benzen, Ellman): 39.63 mg DTNB % 1’lik sodyum

sitrat ile 10 mI’ye tamamland.
% 20’lik TCA (Trikloroasetik asit)

Standart Glutatyon Cozeltisi: 50 mg glutatyon distile suda ¢oziildi, 5 ml’ye

tamamlandi.
Deneyin Yapilhis::
0.4 ml % 10’luk homojenat
+
0.2 ml % 20’lik TCA
l Karistirildi.
15 dakika 3000 devir/dakikada santrifiij edildi.
!
Ust fazda GSH calisildi, ¢cokelti atildi.
Kor Standart Numune
0.2 ml 150mM KCl 0.2 ml standart ¢ozeltisi 0.2 ml st faz

l

1 ml 0.3 M Na,HPO,4 + 0.05 ml Ellman ¢6zeltisi ilave edilerek karistirildi, 5
dakika bekletildi ve olusan rengin absorbansi spektrofotometrede 412 nm’ de

okundu.
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5.4.2. Malondiladehit (MDA) tayini:

Dokuda malondialdehit (MDA) tayini, Beuge yontemine gore yapildi (12).
Malondialdehit tayininde GSH tayini i¢in hazirlanan % 10’luk homojenatlar
kullanildi.

Gerekli Cozeltiler

TBA (Tiyobarbitiirik asit) ¢ozeltisi: % 0.375 g TBA ve % 15’lik TCA igeren
¢ozelti, 0.25N HCl ile hazirlandi.

Standart Cozeltisi: 1,1,3,3 tetractoksipropan’in 10 mM’lik stok ¢ozeltisinden farkli
seyreltmeler yapilarak calisildi.

Deneyin Yapilhis::
Kor Standart Numune
0.5 ml 150 mM KCl 0.5 ml standart ¢ozeltisi 0.5 ml bobrek homojenat

1 ml % 0.375 TBA

15 dakika kaynar su banyosuna birakildi
ve sonra tiipler oda sicakliginda

sogutuldu

10 dakika 3000 devir/dakikada santrifiij edildi.

’

Ust faz alinarak olusan rengin absorbansi spektrofotometrede 532 nm’de okundu.
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5.4.3. Dokuda Na*, K’ -ATPaz aktivitesi tayini:

Dokuda Na" K'-ATP az aktivitesi tayini Soltoff ve Mandel (96) yontemi ile
yapildi. Dokular 0.32 M sukroz ¢ozeltisi ile homojenize edildi. % 10luk
homojenatlar1 hazirlandi. 3000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

Deneyin Yapihsi:

KOR TOTAL ATPaz Mg >-ATP az
A ¢ozeltisi 0.75 ml 0.75 ml -
B ¢ozeltisi - - 0.75 ml
Ouabain - - 0.5 ml
Distile su 0.5 ml 0.5 ml -
Ust faz - 0.1 ml 0.1 ml

Distile su 0.1 ml - -

l \ \

v

37 ° C’de 5 dk inkiibasyon

ATP 0.1 ml 0.1 ml 0.1 ml

\ l \

l 37 ° C’de 10 dk inkiibasyon

TCA 0.1 ml 0.1 ml 0.1 ml
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FOSFOR TAYINI

Std Korii Std Num, kori Total ATPaz Mg-
ATPaz
0.5ml TCA 0.5 ml std. 0.5 ml st faz 0.5 ml st faz 0.5 ml
calisma ¢oOzeltisi iist faz
v

I ml amonyum molibdat ¢6zeltisi
0.4 ml Fiske-subbarow ¢ozeltisi
3.1 ml distile su

l 5 dk. beklet

Spektrofotometrede 690 nm’de oku.

25



5.4.4. Histolojik incelemeler:

5.4.4.1. Isik mikroskobu (Hematoksilen-Eozin): Dokular % 10’luk formol’e
alindiktan sonra en az 3 saat veya 1 gece ¢cesme suyunda yikandi ve artan alkol
konsantrasyonlari ile dehidratasyon (% 70’lik alkol ile 15 dakika, % 90°lik alkol ile
15 dakika, % 96’lik alkol ile 30 dakika, %100’Lik alkol ile iki kere 30 dakika, %
100’lik toluen ile 2 kere 30 dakika) yapildi, ardindan 1 gece parafinde 60 °C’de
bekletildi, ertesi giin doku parafin bloklara gémiildii. Bloklama isleminden sonra
dokulardan 5-6 mm kalinliginda kesitler alinarak lama yerlestirildi ve parafinden
kurtarma islemi i¢in 2 saat toluende birakildi, ardindan alkoliin azalan
konsantrasyonlart ile suya indirgenme (% 100’lik alkol ile 2 dakika, % 90’lik alkol
ile 2dakika, % 70’lik alkol ile 2 dakika muamele edildi.) yapildi ve distile suya
birakildi, 15 dakika hematoksilen ile muamele edildikten sonra ¢esme suyunda 10
dakika morartma islemi i¢in birakildi. Eosin ile 5 dakika ilave olarak distile su
uygulandiktan sonra tekrar alkoliin artan konsantrasyonlar1 ile dehidratasyon (%
70’lik alkol ile 2 dakika, %90’lik alkol ile 2 dakika, % 96’ lik alkol ile 2 dakika, %
100’liik alkol ile 10 dakika) yapildi ardindan toluen ile 2 kere yikandi (1. Banyo 5
dakika, 2. Banyo 10 dakika) ve entellan ile dokunun iizeri kapatildi, doku 1s1k

mikroskobu diizeyinde incelendi.

5.4.4.2. Isik Mikroskobu (Mason Trikrom): Dokular % 10’ luk formole alindiktan
sonra en az 3 saat veya 1 gece cesme suyunda yikandi ve artan alkol
konsantrasyonlar1 ile dehidratasyon (% 70’ lik alkol ile 15 dakika, % 90’ lik alkol ile
15 dakika, % 96 lik alkol ile 30 dakika, %100’ liik alkol ile iki kere 30 dakika, %
100’Liik ksilen ile 2 kere 30 dakika) yapildi, ardindan 1 gece parafinde 60 °C’ de
bekletildi, ertesi giin doku parafin bloklara gdmiildii. Bloklama igleminden sonra
dokulardan 4-5 pum kalinliginda kesitler alinarak lama yerlestirildi ve parafinden
kurtarma islemi i¢in 2 saat ksilende birakildi, ardindan alkoliin azalan
konsantrasyonlart ile suya indirgenme (% 100’ liik alkol ile 2 dakika, % 90’ lik alkol
ile 2 dakika, % 70’ lik alkol ile 2 dakika muamele edildi.) yapildi ve distile suya
birakildi. Weigert’s iron hematoksilende 10 dakika boyanarak 10 dakika akarsuda
yikandi. Distile suda tekrar yikanarak Biebrick scarlet asid fuksinde 10 dakika

boyandiktan sonra tekrar distile suya alinip fosfomolibdik fosfotungustik asid
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solusyonda 10 dakika farklilagtirarak anilin mavisi solusyonunda 5 dakika boyanarak
%1 lik asetik asit solusyonunda 2 dakika ilave olarak distile su uygulandiktan sonra
tekrar alkoliin artan konsantrasyonlari ile dehidratasyon (% 70’ lik alkol ile 2 dakika,
%90’ lik alkol ile 2 dakika, % 96’ lik alkol ile 2 dakika, % 100’ liik alkol ile 10
dakika) yapildi ardindan ksilen ile 2 kere yikandi (1. Banyo 5 dakika, 2. Banyo 10
dakika) ve entellan ile dokunun iizeri kapatildi, doku 151k mikroskobu diizeyinde

incelendi.

5.4.5. Immunhistokimyasal yéntem

Parafin bloklardan 3um kalinliginda aliman bobrek kesitleri 30 dakika 75°C de
tutulduktan sonra ksilol ve alkol serilerinden gecirilerek suya kadar getirildi. Sitrat
diva (pH=6.2) (DV Sitogen 2004 LX, MX) icerisinde Decloacking chamber’da (76)
(110 °C) 40 dakika tutularak antijen iyilestirmesi yapilan kesitler 20 dakika oda
sicakliginda sogumaya birakildi. Kesitler oda sicakliginda ve nemli ortamda %3
Hidrojen peroksid (H,0;)’de (ScyTek ACA 125) endojen peroksidaz aktivitesinin
engellenmesi i¢in 15 dakika tutulduktan sonra distile suyla ¢alkalanip Tris tampon
(TBS)’na (SycTek TBT 500) (pH=7.4) alindi. Daha sonra oda sicakliginda 5 dakika
UV blok (SycTek AA125) uygulandi. Kesitler eNOS (rabbit Pab RB9279-P) ve
iNOS (rabbit Pab RB 9242-P1) antikorlarinda 1 saat tutuldu. Antikorlar, diluent
(Large volume UltrAb TA-125 UD) ‘de eNOS igin 1:100, iNOS 1:50 oraninda
sulandirildi. Kesitler TBS’de 3-4 kez 5’er dakika yikandiktan sonra 20 dakika oda
sicakliginda biyotinlenmis anti-polyvalent sekonder antikoru (TS-060-HR, SycTek
ABF125) ile inkube edildi. Daha sonra TBS’de yikandi ve peroksidaz enzimi ile
isaretli streptavidin (TS-060-HR, HRP SycTek ABGI125)’de oda sicakliginda 20
dakika tutuldu. Renkli reaksiyon iiriiniiniin olugmasi icin 5 dakika DAB ( Thermo
Scientific RTU TA-060-HD) kromojen ile inkube edildikten sonra distile su ile
yikanarak, Mayer hematoksilen zit boyamasi yapildi. Entellan (Shandon Ref:999040)
ile kapatildi. Dokudaki NOS reaksiyonun dagilimi Leica 1s1tk mikroskobu ile

incelendi ve Image Pro-Plus sistemi araciligiyla fotograflar: ¢ekildi.
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5.5. istatistik Yontemi

Istatistiksel degerlendirme tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve ileri analiz
olarak Tukey’s testi ile yapildi. P degerinin 0.05’ten kii¢iik oldugu durumlar anlamh

olarak kabul edildi.
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6. BULGULAR

Calismamizda viicut agirhigi, kalp agirligi, kalp/viicut agirligi orani, kan basinci,
ekokardiografi Ol¢limleri, serumda ADMA, NO; beyin, kalp ve bdbrek dokulari
histolojik olarak ve eNOS ve iNOS degerleri agisindan incelenmis ve bu dokularda
ise GSH, MDA, Na", K'- ATPaz aktiviteleri, ANOVA ile karsilastirilmis ve ikili

karsilagtirmalarda Turkey’s testi kullanilmistir.

6.1. Kan Basinci Sonucu (Tablo 1, Sekil 6)

Kan basinci sonuglar1 degerlendirildiginde RVH ve RVH-NS gruplarinda t, kan
basinci degerlerinin t; kan basict degerlerine gore anlamli olarak arttigi (p<0.001),
RVH-NS grubunun t3 degerinin ise RVH grubunun t; degerine gore anlamli olarak

azaldig1 (p<0.001) gorilmiistiir.

6.2. Viicut agirhg, Kalp agirhg ve Kalp/Viicut Agirhg Orani Sonuglar (Tablo
1)
Viicut agirligi bakimindan deney sonunda yapilan 6l¢tiimlerde kontrol, RVH ve

RVH-NS gruplarinda anlamli bir farklilik gézlenmemistir.

Kalp agirligt bakimindan deney sonunda yapilan dlglimlerde RVH grubunda
kontrol grubuna goére anlamli bir artis (p<<0.001) goriilirken, RVH-NS grubunda

RVH grubuna gore anlamli bir azalma (p< 0.05) goriilmiistiir.

Kalp/viicut agirligr oranlart incelendiginde RVH grubuna ait degerlerin
kontrol grubuna gore anlamli Slgiide arttigi (p<0.001) goriilmiistiir. Buna karsilik
RVH-NS grubuna ait kalp/viicut agirligt oram1 RVH grubuna goére anlamli olarak
diisiik (p<0.05) bulunmustur.

6.3. Ekokardiyografi Sonuclar1 (Tablo 2)

Ekokardiyografi sonuglarin1  degerlendirdigimizde, interventrikiiler septal
kalinlik, sol ventrikiil posterior duvar kalinlik, relatif duvar kalinlik, sol ventrikiiliin

sistoldeki cap, sol ventrikiiliin diastoldeki ¢ap degerlerinin RVH grubunda kontrol
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grubuna gore anlamli olarak arttigi, RVH-NS grubunda ise bu degerlerdeki artisin
anlaml olarak azaldigi bulunmustur. Ejeksiyon fraksiyonu ve kisalma fraksiyonu
degerlerinin ise RVH grubunda azaldig:1 goriilmiis, buna karsilik RVH-NS grubuna

ait bu degerlerin RVH grubuna gore anlamli olarak artt1ig1 bulunmustur.

6.4. Asimetrik Dimetil Arjinin (ADMA) Sonuclari (Tablo 3, Sekil 7a)

Serumda ADMA diizeyleri RVH grubunda kontrol grubuna gore anlamli olarak
artmis (p<0.001), bu artisin NS tedavisi ile anlamli olarak azaldig1 (p<0.01)

gozlenmistir.

6.5. Nitrik oksit (NO) Sonuglari (Tablo 3, Sekil 7b)

Serumda NO diizeyleri RVH grubunda kontrol grubuna gdre anlamli olarak
azalma (p<0.001), RVH-NS grubunda ise RVH grubuna goére anlamli bir artis
(p<0.05) gozlenmistir.

6.6. Glutatyon (GSH) Sonuclar (Sekil 8)

Beyin, kalp ve bobrek dokularinda glutatyon diizeyleri kontrol grubuna gore
RVH grubunda anlamli olarak diisiik (p<0.001) bulunmustur. Bu diisiisiin NS ile

tedavi uygulanan RVH grubunda anlamli olarak 6nlendigi (p<<0.01) goriilmiistiir.

6.7. Malondialdehit (MDA) Sonuclari (Sekil 9)

Beyin, kalp ve bobrek dokularinda malondialdehit diizeyleri kontrol grubuna
géore RVH yapilan grupta anlamli olarak artis (p<0.001) bulunmustur. NS
uygulamasi ile RVH grubundaki bu artis anlamli olarak azalmistir (p<0.01).

6.8. Na', K" -ATPaz Aktivitesi Sonuclar1 (Sekil 10)

Beyin, kalp ve bobrek dokularinda Na',K'-ATPaz aktivitesi RVH grubunda
anlamli olarak diisiik (p<0.001) bulunmustur. Buna karsin NS tedavisi RVH
grubundaki bu diistis anlamli olarak artmustir (p<0.05).
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6.9. Histoloji Sonuclar1
6.9.1. Hematoksilen-Eozin sonuclar: (Sekil 11,12,13)

Renovaskiiler hipertansiyon olusturulmus sicanlarin alinan dokularinda (kalp kas,
beyin ve bobrek) kontrol grubuna oranla belirgin hasar olustugu gézlendi. NS verilen
renovaskiiler hipertansif gruplarda ise hasarin degisik seviyelerde geriledigi izlendi.
Kalp kasinda kas demetlerinin hasar grubunda yer yer diizensizlik gosterdigi, kalp
hiicrelerinin arasinda bulunan interkalar baglantilarin bozuldugu ve interstisyumda
konjesyon bulundugu gozlendi. NS ile hasarin geriledigi ve baglantilarin yeniden
diizenlendigi izlendi. Beyin dokusunda hasar grubunda interstisyel alandaki yer yer
gozlenen 6dem sonucu yap1 bozulmalarimin NS ile geriledigi ve bobrek dokusunda
da yine hasar grubunda gozlenen ileri derecedeki tiibiiler epitelyum bozulmasinin NS

ile diizelme gosterdigi izlendi.

6.9.2. Mason trikrom sonuclar (Sekil 14)
Kolajen olusumu RVH grubunda kontrol grubuna gore artarken NS tedavisi ile

kollajen olugumu azalmstir.

6.10. immunhistokimya Sonuclar
6.10.1. eNOS Sonugclar (Sekil 15)

Bobrek dokusunda eNOS ekspresyonu RVH grubunda kontrol grubuna gore

azalirken NS tedavisi ile tekrar arttig1 gézlenmistir.
6.10.2. iNOS Sonuclan (Sekil 16)

Bobrek dokusunda RVH grubunda iNOS ekspresyonu kontrol grubuna gore
artmistir. NS tedavisi sonucunda iNOS ekspresyonun kontrol gruba benzer oldugu

gozlenmistir.
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Tablo 1: Siganlarda deneysel olarak olusturulan renovaskiiler hipertansiyon (RVH)’

da kontrol, nigella sativa (NS), RVH ve RVH-NS gruplarina ait kan basinci degerleri.

Kontrol NS RVH RVH-NS
Kan basie1 (mmHg)
t 121+1.9 118+1.9 116 £2.0 117+1.9
t 122+2.1 119+2.0 156 £3.2 *** 145 £2.4 ***
ts 125422 | 121 £2.1 | 185+£4.8 *** 151 4 3.6 *%* "

Ortalama deger + standart hata
*#% p<0.001 t; zamanina gore
" p<0.001 RVH grubuna gore karsilastirmalar
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Tablo 2: Sicanlarda deneysel olarak olusturulan renovaskiiler hipertansiyon (RVH)’

da kontrol, nigella sativa (NS), RVH ve RVH-NS gruplarina ait viicut agirligi, kalp

agirligy, kalp/viicut agirligi orani degerleri.

Kontrol NS RVH RVH-NS
Viicut agirhgi (g) | 281+6.1 | 276132 |307+5.3 203+ 11.4
Kalp agirligi (g) 628 £27.1 | 635+£28.8 | 953 +79.2 &%« 747 +4337
Kalp/viicut agirhgr | 2.40+£0.11 | 2.45+0.12 | 3.17£0.10%* [2.62+0.16"
orani (mg/g)

Ortalama deger + standart hata

+

&&&

p<0.05 RVH grubuna gore
p<0.001 kontrol grubuna gore karsilagtirmalar
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Tablo 3. Kontrol, nigella sativa (NS), renovaskiiler hipertansiyon (RVH) ve RVH-NS

grubu siganlara ait interventrikiiler septal kalinlik (IVS), sol ventrikiil posterior duvar

kalinlig1 (PW), relatif duvar kalinligi (RW), sol ventrikiiliin sistoldeki ¢apt (LVDs),

sol ventrikiilin diastoldeki capt (LVDd), ejeksiyon fraksiyonu (EF) ve kisalma

farksiyonu (FS) degerleri.

Kontrol NS RVH RVH-NS
IVS (mm) 2.10+0.06 2.45+0.11 3.03+0.12%** | 251£0.17"
PW (mm) 1.84 +0.06 1.86 +0.07 2.544+0.09 *** | 2.18+0.13 "
RWT 0.63 +0.02 0.65 +0.03 1.10 £ 0.07 *** | 0.81£0.09
LVDs (mm) |2.71 +£0.22 2.76 £0.21 4.45+0.17 **%* | 343+0.25"
LVDd (mm) |4.22+0.11 4.07+0.11 548 £0.15*** | 477+0.18 *
EF (%) 79.7 £2.7 775+3.4 59.8 3.1 ** 747 +£4.1°
%FS (%) 424+34 413427 245+ 1.7*%%* |363+£29"

Ortalama deger + standart hata

* p<0.01, ** p<0.01, *** p<0.001 kontrol grubuna gore
"p<0.05, "p<0.01 RVH grubuna gore karsilastirmalar.
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Tablo 4. Kontrol, nigella sativa (NS), renovaskiiler hipertansiyon (RVH) ve RVH-NS
grubu sicanlara ait serum asimetrik dimetilarjinin (ADMA) ve nitrik oksit (NO)

degerleri.

Kontrol NS RVH RVH-NS

ADMA (umol/L)| 0.34 + 0.04 0.36£0.05 | 0.74£0.05***| 0.47+0.06 "

NO (umol/L) 533+4.6 44.7+4.3 239+34 %% | 426+3.9"

Ortalama deger + standart hata
**% p<0.001 kontrol grubuna gore
"p<0.05, ""p<0.01, RVH grubuna gore karsilastirmalar
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Sekil 6. Kontrol, nigella sativa (NS), renovaskiiler hipertansiyon (RVH) ve RVH-NS

grubu siganlarin kan basinci

**% p<(.001 kontrol grubuna gore,
" p<0.01 RVH grubuna gore karsilastirmalar

t; degerleri kontrol gruplari ile benzerdir.
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Sekil 7. Kontrol, NS, RVH ve RVH-NS grubu si¢anlara ait serum a) ADMA b) NO

metabolitleri degerleri

*#% p<(0.001 kontrol grubuna gore,

"p<0.05, "p<0.01, RVH grubuna gore karsilastirmalar
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Sekil 8. Kontrol, NS, RVH ve RVH-NS grubu siganlarda a) beyin, b) kalp ve c)

bobrek dokularinin GSH sonuglari

*p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 kontrol grubuna gore,
" p<0.01 RVH grubuna gére karsilastirmalar
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Sekil 9. Kontrol, NS, RVH ve RVH-NS grubu sicanlarda a) beyin, b) kalp ve c)

bobrek dokularinin MDA sonuglari

*p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 kontrol grubuna gore,
" p<0.01, 7" p<0.001 RVH grubuna gore karsilastirmalar
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Sekil 10. Kontrol, NS, RVH ve RVH-NS grubu si¢anlarda a) beyin, b) kalp ve c)
bobrek dokularinin Na*, K'-ATPaz sonuglar

*p<0.05, *** p<0.001 kontrol grubuna gore,
" p<0.05 RVH grubuna gore karsilastirmalar
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Sekil 11: Beyin dokusunda 151k mikroskopisi degerlendirilmesi. A: Kontrol grubu:
Diizgiin yapidaki ndéron ve glial hiicrelerin interstisyel alanda (**) dagilimi
izlenmekte, B:RVH grubu: Interstisyel alanda yer yer gozlenen 6dem diisiindiiren
yapisal bozukluklar (**), C: RVH + NS grubu: Odemin geriledigi interstisyel alanda
(**) diizenli olarak izlenen ndron ve glial hiicreler.
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Sekil 12: Kalp dokusunda 151k mikroskopisi degerlendirilmesi. A: Kontrol grubu:
Kalp kasinda muntazam goriiniim sergileyen kas demetleri (» ve aralarinda yerlesmis
olan kapiler yapilar (9 izlenmekte, B: RVH grubu: Kas demetlerinin diizeninin yer
yer bozuldugu (—¥, interstisyumda ddem (*) ve interkalar baglantilarda (» agilmalar
gdzlenmekte, C: RVH + NS grubu: Interkalar baglantilardaki acilmalarda gerileme
ve kas demetlerinin diizeninin yeniden saglandigi ¢) gézlenmekte.
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Sekil 13: Bobrek dokusunda 1s1k mikroskopisi degerlendirilmesi. A: Kontrol grubu:
Diizgiin goriiniimlii tiibiil (» ve glomeriil » yapilari, B: RVH grubu: Interstisyumda
konjesyon (») ve tiibiil epitelinde bozulmalar (), C: RVH + NS grubu: Tiibiiler
bozulmanin () ve interstisyel 6demin oldukca geriledigi gézlenmekte.
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Sekil 14: Bobrek dokusunda mason trikrom boyama: A) Kontrol grubu: Bobrek
glomeriil kapiler yapilarindaki boyanma (*) , B) RVH grubu: Kapiler yapilarindaki
kolajen miktarinda artis (* ), C) RVH-NS grubu: Kapiler yapilarindaki kolajen
miktarinda azalma (*).
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Sekil 15: Bobrek dokusunda eNOS (x40) immiinhistokimya: A) Kontrol grubu:
Bobrek glomeriil kapiler yapilarindaki boyanma (3 , B) RVH grubu: Kapiler
yapilarindaki boyanma yogunlugunda azalma (), C) RVH-NS grubu: Kapiler
yapilarindaki boyanma yogunlugunda artig ).
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Sekil 16: Bobrek dokusunda iNOS(x20) immiinhistokimya: A) Kontrol grubu:
Bobrek glomertil kapiler yapilarindaki boyanma (» , B) RVH grubu: Kapiler
yapilarindaki boyanma yogunlugunda artis (%), C) RVH-NS grubu: Kapiler

yapilarindaki boyanma yogunlugunda azalma ().
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7. TARTISMA VE SONUC

Biitiin diinyada 600 milyondan fazla insan hipertansiyon hastasidir (104).
Popiilasyonun biiyiik bir kismi esansiyal hipertansiyon hastasi iken, %1-5’1 sekonder
hipertansiyon hastasidir. Renovaskiiler hipertansiyon ise ikinci grubun biiylik bir

kismin1 olusturmaktadir (67).

Nigella sativa ise icerdigi etkin maddeler nedeniyle yiizyillardir pek c¢ok
hastaligin tedavisinde kullanilan bir bitkidir. Ozellikle thymoquinone etkin
maddesinin  oksidan siipiirici  6zelligi sayesinde antioksidan olarak da
kullanilmaktadir (89). Literatiirde Nigella sativa bitkisinin hipertansif hastalar
tizerindeki ve antioksidan etkilerine dair yapilmis pek ¢ok caligma vardir. Dehkordi
ve arkadaglart NS tedavisinin etkinligini arastirmak icin orta siddette hipertansif
insanlara oral NS ekstresi verilerek randomize, ¢ift-kor, plasebo kontrollii bir ¢alisma
yapmuslar ve NS ekstresi alan gruplarda plasebo gruplarina gore sistolik ve diyastolik

kan basinglarinin diistiiglinii gostermislerdir (26).

Normal kosullarda oksidan olusumu ve eliminasyonu belli bir dengede
korunmaktadir. Ancak prooksidanlar ve antioksidanlar arasinda denge bozuldugunda
oksidatif stres olusmaktadir ki bu durum oksidanlarin agir1 iiretimi ve hiicresel
antioksidan kapasitenin asilmasi ile ortaya ¢ikan patolojik bir durumdur. Bobrek ve
damarlar NADPH oksidaz enzim aktivitesine sahip olup bu aktivasyona bagl olarak
reaktif oksijen tiirevlerinin olusumu i¢in oldukg¢a zengin bir kaynaktir. Bu nedenle
patolojik kosullarda renal disfonksiyon ve vaskiiler hasar olusmasinda onemli rol
oynarlar (101). Siiperoksit anyonu (O,"") hidrojen peroksit (H,O,), hidroksil radikali
(HO), nitrik oksit ve peroksinitrit gibi reaktif oksijen tiirlerinin hipertansiyon ve
endotel hasarda rol aldiklar1 bilinmektedir (102). Yine hipertansif insanlarda

ozellikle O," nin artt1g1 ve antioksidan kapasitenin azaldigi da bildirilmistir (64).

Manning ve arkadaslar1 deneysel olarak tuza duyarli hipertansiyon gelistirdikleri
Dahl-S siganlarda, renal O," iiretiminin renal hasarda artis ve renal hemodinamide
bozulmaya neden oldugunu gostermislerdir. Antioksidan tedavisi olarak

uyguladiklar1 vitamin C, E ve tempoliin ise renal O, iiretimini azalttigini, renal
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hasar1 Onledigini, renal hemodinamileri diizelttigini ve ayrica kan basincimi da
distirdliigiiniic  gostermislerdir (64). Literatiirde Ang-II indiiklii hipertansiyon
olusumunda oksidatif stres komponentlerinin roliinii agiklamak i¢in yapilmis pek ¢ok
calisma bulunmaktadir (82). Haas ve arkadaslar1 (41) domuzlarda, Reckelhoff ve
arkadaslar1 (81) ise siganlarda Ang-II’ ye bagli gelisen hipertansiyonda arasidonik
asidin oksidatif bir metaboliti olan F,-izoprostan’in plazma seviyesinin arttigini ilk
olarak gdsteren aragtirmacilar olmuslardir. Nishiyama ve arkadaglar1 sicanlarda Ang-
II’nin uzun siireli uygulamasinin oksidatif stresi stimiile ettigini gostermislerdir (72).
Biz de calismamizda, deneysel olarak gelistirdigimiz renovaskiiler hipertansif
siganlarda antioksidan kullanarak hipertansiyon nedenli oksidatif hasar {izerine

etkilerini inceledik.

Calismamizda siganlarin sol bobregine klip takilarak renovaskiiler hipertansiyon
olusturulmustur. Klip takildiktan 3 hafta sonra Nigella sativa 4 hafta siiresince
uygulanmistir. Klip takilmadan Once ve sonra ve Nigella sativa uygulamasi
sonrasinda kan basinct Olclilmiis, ekokardiografik incelemeleri yapilmistir. Deney
sonunda dekapite edilen sicanlarin kan ve doku (beyin, kalp ve bobrek) ornekleri
alinmistir. Renovaskiiler hipertansiyon uygulamasi ile ortaya c¢ikabilecek hasarin
belirlenmesi ve bu hasarlarin olusmasinda serbest radikallerin rolii, gerek histolojik
ve gerekse biyokimyasal incelemelerle belirlenerek, giiclii bir serbest radikal
stiptiriicii ve antioksidan olan Nigella sativanin bu hasara karsi koroyucu etkileri

aragtirilmustir.

Deneysel ¢aligmalar renovaskiiler hipertansiyonu baslatan faktoriin renin—
anjiyotensin-aldosteron sisteminin aktivasyonu oldugunu ve hipertansiyonun
devaminda ise sodyum retensiyonu, endotelyal fonksiyon bozuklugu ve reaktif
oksijen tiirlerine bagli vazokonstriiksiyonun rol oynadigini bildirmistir (36). Ancak
hipertansiyonun kronik fazinda plasma renin aktivitesinin hipertansiyon seviyesi ile
orantilt olmadigi, bu donemde oksidatif stresin bir gostergesi olan izoprostan

seviyesinin kan basinci ile orantili olarak arttig1 da bilinmektedir (63).
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Higashi ve arkadaglar1 renovaskiiler hipertansif insanlarda yaptiklar1 ¢alismada
serum malondialdehit (MDA) -modifiye LDL seviyesinin arttigini1 gostermislerdir
(47). Welch ve arkadaslar1 ise 2B-1K ile anjitensin II bagimli hipertansiyon
gelistirilen siganlarda MDA seviyesinin arttigini, tempol ile bu seviyenin diistiiglinii
gostermiglerdir (108). Bizim ¢alismamizda da hipertansif hayvanlarin beyin, kalp ve
bobrek dokularinda oksidatif stresin bir gostergesi olan MDA seviyesini yiiksek
bulunmusg, buna karsin NS uygulamas: ile bu seviyenin diistiigii goriilmiistir,
serumda Ol¢iilen NO seviyesi ise RVH uygulama sonrasinda diisiik bulunurken, NS
tedavisi sonrasinda kontrol grubuna yakin degerlere yaklastigi goriilmiistiir.
Literatiirde Nigella sativa’nin antioksidan etkisi ile lipid peroksidasyonunu azaltarak
doku koruyucu etkisi pek ¢cok calismada gosterilmistir. Hepatotoksik bir ajan olan
karbon tetrakoliir (CCly) uygulamasi ile karaciger fibrozu gelistirilen sicanlarda
Nigella sativa (NS) tedavisi artan MDA ve karaciger enzim diizeylerini distirmistiir
(56). Baska bir caligmada ise iskemi-reperfiizyon hasarinda NS yaginin ve onun aktif
bileseni olan Thymoquinone (TQ)un artan MDA diizeylerini anlamli olarak

diisiirdiigii gosterilmistir (49).

Glutatyon, hiicreleri serbest radikaller ve peroksitler gibi serbest oksijen
radikallerinden koruyan bir antioksidandir. Abdel-Wahhab ve arkadaglar1 Sprague-
Dawley sicanlarda NS yagmin antioksidan etkilerini aflatoksine bagl toksisitede
aragtirmislar ve aflatoksinin neden oldugu glutatyon peroksidaz (GPx) ve siiperoksit
dismutaz (SOD) seviyelerindeki azalmanin NS yagi tedavisi ile geri dondigiini
gostermislerdir (1). Benzer sekilde bizim ¢alismamizda da kan basinci artisi ile
oksidatif hasar gelismis ve calistigimiz tiim dokularda antioksidan GSH diizeyleri
diigmiistiir. NS yag1 tedavisi uygulanan RVH grubunda ise GSH seviyesindeki
azalma engellenmistir. Bu sonuclarimiz NS yagi tedavisinin GSH diizeylerindeki
diisiisii engelleyerek dokunun antioksidan kapasitesini korudugunu ve bdylece
dokuda lipid peroksidasyonunu engelleyerek oksidan hasara karsi dokunun

korundugunu diistindiirmektedir.

Nitrik oksit sentazin yarismali inhibitérii olan ADMA, protein arjinin

metiltransferaz (PRMT) ile protein arjinin rezidiilerinin metilasyonu sirasinda
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sentezlenir ve proteoliz sirasinda salimir. ADMA diizeylerindeki artisin bir ¢ok
kardiyovaskiiler hastaligin patogenezinde rol oynadigi bilinmektedir. Kronik renal
yetmezligi, hiperlipidemi, diyabet, arteryal hipertansiyon, hiperhomosistenemi ve
kalp yetmezliginde ADMA’ nin plazma konsantrasyonu artmaktadir (11). Yaptigimiz
calismada literatilirlerde de belirtildigi gibi RVH gelisen sicanlarda serumda ADMA
seviyesinin arttigini, NS uyguladigimizda ise bu artisin azaldigini gézlemledik.
ADMA nm tedavili gruptaki bu diisiisii caligma parametrelerimiz dogrultusunda kan
basincindaki azalma ile agiklanmaktadir. Diger bir deyisle kan basinct azalmasi ve

beraberinde oksidan yanitin azalmast ADMA daki artis1 da engellemis olabilir.

Khattab ve arkadaslari L-NAME ile hipertansiyon gelistirilen sicanlara 4 hafta
stireyle TQ (0.5 ve 1 mg/kg/glin p.o.) ile tedavi uygulamislardir. L-NAME alan
grupta serum kreatinin artarken bobrek dokusunda GSH seviyesi azalmig ve bobrek
hasar1 geligsmistir. Buna karsilik TQ tedavisi biyokimyasal parametreleri geri
cevirirken sistolik kan basincida L-NAME aracili artis da onlenmistir. Arastiricilar
TQ’nun renal hasar ve kan basinci iizerine olan bu olumlu etkilerinin antioksidan

ozellikleri ile iligkili oldugunu ileri stirmiislerdir (58).

Na"K™-ATPaz, hiicre membraninda bulunan ¢esitli iyonlarm aktif
transportundan sorumlu membran-bagimli bir enzimdir. Hiicrenin iyonik ve osmotik
dengesini saglayan bu enzimin aktivitesinin azalmasi serbest radikal reaksiyonlar1 ve
lipid peroksidasyonu ile indirekt olarak membran hasarinin gostergesidir (94, 95).
Yaptigimiz ¢alismada da beyin, kalp ve bobrek dokularinda Na",K'-ATPaz seviyesi
Ol¢iilmiistiir. RVH gelistirilen grupta pompa aktivitesi membrandaki hasar nedeniyle
azalirken, NS uygulama sonrasinda lipid peroksidasyonunun oOnlenerek hiicre
membraninin korunmus olmasi dolayisiyla pompanin aktivitesindeki azalmanin da

onlendigi goriilmiistiir.

Alejandro R. Chade ve arkadaslar1 domuzlarda renal arter stenozu gelistirmisler
ve giinliik vitamin C (1g) ve vitamin E (100IU/kg) uygulamislardir. Vitamin alan
grupta eNOS renal {iretiminin arttigini, NAD(P)H-oksidaz, iNOS aktivitelerinin ve

nitrotrozin, ve NF-KB diizeylerinin azaldigin1 gérmiislerdir. Bu arastiricilar elde
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ettikleri bu bulgularin siiperoksidin ve inflamasyonun azalmasi ile paralel oldugunu
bildirmislerdir (19). Calismamizda ise RVH uygulamasi ile iNOS artarken, eNOS

azalmis ve NS tedavisi ile bu degerler tersine ¢evrilmistir.

Hipertansiyonun altta yatan koroner kalp hastalig1 i¢in 6nemli bir risk faktorii
oldugu ve aterosklerotik siireci hizlandirdig1 bilinmektedir. Ayrica arteryal kan
basincindaki artisin vaskiiler diiz kas hiicrelerininin proliferasyonunu indiikledigi,
fenotiplerini degistirdigi ve kalsiyuma kars1 iletkenligi ve hassasiyeti degistirdigi
bildirilmistir (34). Biitiin bu goézlemler hipertansiyonun vaskiiler duvarda sagliga
zararh pek cok degisiklik oldugunu isaret etmektedir. Daha 6nce yapilan ¢alismalar
da hipertansiyonun hem vaskiiler endoteli hem de diiz kas tabakasinin fonksiyonunu
bozdugu gostermistir (78). Rodriguez-Porcel ve arkadaslar1 deneysel olarak
gelistirdikleri hipertansiyon modelinde sol ventrikiil yetmezligi heniiz gelismeden de
miyokardiyal mikrovaskiiler fonksiyonlarin ve miyokard perfiizyon cevaplarinin
bozuldugunu gostermislerdir (77). Bu arastiricilar yaptiklar1 bir baska ¢alisma ile de
uzun siireli antioksidan uygulamanin miyokard mikrovaskiiler {iizerine O6nemli
fonksiyonel etkilerini arastirmiglar ve yliksek dozda vitamin aliminin hipertansiyona
karst miyokardiyal perfiizyon ve permabilite cevaplarinin korunmasinda etkili
oldugunu gostermislerdir (78). Literatiirde benzer calismalar vardir; yeterli miktarda
antioksidan aliminin kardiyovaskiiler sonuclar1 iyilestirdigi gosterilmistir (64). D.
Dobrian ve arkadaglarinin yaptigi bir calismada 1K-1C uyguladiklar1 sicanlara
tempol veya anjiyotensin tip 1 reseptor inhibitorii olan losartan birlikte veya ayr1 ayri
uygulamiglardir. Tedavi sonunda tempol veya losartan ile tedavi edilen gruplarda
aort duvarinin alani kontrol grubuna gore %18 azalirken, losartan ve tempoliin
birlikte uygulandigi grupta %30 azalmistir. (28). Biz de yaptigimiz calisma ile
deneysel olarak RVH gelistirdigimiz sicanlarda interventrikiiler septal kalinlik, sol
ventrikiil posterior duvar kalinlik, relatif duvar kalinlik, sol ventrikiiliin sistoldeki ¢ap
ve sol ventrikiiliin diastoldeki ¢cap degerlerinin artan kan basinc ile birlikte arttigini,
NS uyguladigimizda ise bu artisin engellendigini gozlemledik. Ejeksiyon fraksiyonu
ve kisalma fraksiyonu degerleri ise RVH grubunda azalirken NS uygulandiginda ise

artmis olarak bulunmustur.
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Calismamizin tiim bulgulan esliginde, 2B-1K metodu uygulanan sicanlarda kan
basincinin anlamli olarak artarak siganlarda hipertansiyon gelistigi, bu hayvanlarin
kalp/viicut agirligt oranmmin arttigi ve ekokardiyografik degerlerin degistigi
gozlenmistir. Renovaskiiler hipertansiyona bagli oksidan hasarin gdstergesi olan
serumda ADMA’nin arttigi ve NO seviyesinin azaldigi, beyin, kalp ve bobrek
dokularinda ise GSH, Na',K'-ATPaz ve eNOS seviyelerinin azaldigi, iNOS ve
MDA seviyesinin ise arttigi gézlemlenmistir. Yaptigimiz calismada kulladigimiz
antioksidan 6zellikli NS’nin inceledigimiz parametreleri kontrol degerlerine
yaklastirdigini  gordiik. Literatiirde de takip ettigimiz iizere renovaskiiler
hipertansiyon nedenli gelisen oksidatif hasar1 engelleyebilmek icin ¢esitli
antioksidanlarin kullanildig1 bilinmektedir. Bu hipotezler ve ¢alismamizin sonuglari
dogrultusunda renovaskiiler hipertansiyonun serbest radikaller araciligi ile yapisal
ve fonksiyonel hasara neden oldugu ve bu hasarin Nigella sativa ile onlenebilecegi

dolayisiyla hipertansif insalarda NS yagi ile destek tedavinin faydali etkileri

olabilecegi diisliniilmektedir.
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