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Amac: Mevcut arastirmanin amact ratlara tek doz intraperitoneal
Nerium oleander distilati uygulamasinin serum nitrik oksit diizeyi-
ne etkisini aragtirmaktir. Ayrica distilatin tiyobarbitiirik asit reaktif
uriinleri, katalaz ve rutin biyokimyasal parametrelere etkisini belir-
lemektir.

Gerecg ve Yontem: Arastirmada 20 adet erkek Wistar albino rat kul-
lanildi. Kontrol (0. saat) olarak 5 adet rat ayrildiktan sonra digerle-
rine 7.5 mL Nerium oleander distilat1 intraperitoneal olarak tek se-
ferde uygulandi. Uygulama oncesi (0. saat) ve uygulama sonrasinda
2., 4. ve 8. saatlerde ratlar anesteziye alinarak kalplerinden kan or-
nekleri alindiktan sonra hayvanlar servikal dislokasyon yontemiyle
otenazi edildi. Serum 6rneklerinden nitrik oksit, tiyobarbitiirik asit
reaktif triinleri ve katalaz diizeyleri ELISA okuyucusunda, biyokim-
yasal parametreler (Kreatin kinaz-MB, kreatin kinaz, alkalen fosfa-
taz, alanin aminotransferaz, aspartat aminotransferaz, total protein,
albiimin, total bilirubin, kolesterol, trigliserit, yliksek dansiteli lipop-
rotein, diistik dansiteli lipoprotein, kreatinin, tirik asit, kan iire nitro-
jen) ise otoanalizorde belirlendi.

Bulgular: Nerium oleander distilat1 uygulamasinin nitrik oksit du-
zeyine etkisinin olmadig1 (P>0.05), tiyobarbitiirik asit reaktif tiriin-
leri diizeylerini diisiirdiigii (P<0.05), katalaz diizeyini ise yiikselttigi
(P<0.05) belirlendi. Ayrica Nerium oleander uygulamasinin total bi-
lirubin diizeyini 2. saatte, diisiik dansiteli lipoprotein ve kolesterol
diizeyini 8. saatte yiikselttigi (P<0.05) belirlendi.

Oneri: Nerium oleander distilatinin giiclii antioksidan etkinlik géste-
rerek oksidatif strese bagh gelisen dejeneratif durumlarda tedaviye

destek amagli kullanilabilecegi ifade edilebilir.

Anahtar kelimeler: Nerium oleander, nitrik oksit, TBARS

Abstract

Aim: To investigate the effect of intraperitoneally single dose treated
with Nerium oleander distillate in rats on the serum nitric oxide le-
vel. In addition, effect of distillate on the thiobarbituric acid reactive
substances, catalase and routine biochemical parameters was deter-
mined.

Materials and Methods: Totally 20 male Wistar albino rats were
used. After 5 rats were served Control (0. hour), single dose 7.5 mL
Nerium oleander distillate was injected intraperitoneally to each
rats. Before (0. hour) and after administration, blood samples were
collected at 2, 4 and 8 hours from heart under anesthesia. Afterward
rats were euthanized by cervical dislocation. Serum nitric oxide,
thiobarbituric acid reactive substances and catalase levels were me-
asured by ELISA reader, biochemical values (Creatine kinase-MB,
creatine kinase, alkaline phosphatase, alanine aminotransferase,
aspartate aminotransferase, total protein, albumin, total bilirubin,
cholesterol, triglyceride, high density lipoprotein, low density lipop-
rotein, creatinine, uric acid, blood urea nitrogen) were measured by
autoanalyzer.

Results: Nerium oleander distillate did not effect (P>0.05) nitric
oxide level and decreased (P<0.05) serum thiobarbituric acid reac-
tive substances levels, whereas it increased (P<0.05) catalase level.
In addition, Nerium oleander increased (P<0.05) total bilirubin, low
density lipoprotein and cholesterol levels at 2, 8 and 8 hours, res-
pectively.

Conclusion: It may be stated that Nerium oleander distillate has
potent antioxidative effects and it may be used in the treatment of

oxidative damage related situations.
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Giris

Tiirkiye’de zakkum olarak bilinen Nerium oleander bitkisi,
folklorik tedavide kullanilan bitkilerdendir. Bitki Akdeniz
bolgesinde kendiliginden yetisirken, yesil alanlarda siis bit-
kisi amach da yetistirilmektedir. Bitki ile ilgili tedavi alaninda
yapilan arastirmalarda antikanser, antibakteriyal, antifungal,
antiinflamatuar, diiiretik ve agr1 kesici etkinligi bildirilmis-
tir. Ancak Nerium oleander bitkisinin biitiin pargalar1 kalp
glikozitleri (Oleandrin, neriin, neriantin vs) icerir ve olduk-
ca zehirlidir. Ozellikle geng hayvanlarda ani éliimlere neden
olabilmektedir. Zehirlenme sebebi ile dlen hayvanlarin etle-
rinin de zehirlenmeye neden olabilecegi bildirilmistir (Bay-
top 1984, Erdemoglu ve ark 2003, Balabanli ve ark 2006, Alp
ve Akinc1 2009, Gupta ve Mittal 2010, Ozdemir ve ark 2011).
Nerium oleander distilat1 (NOD) ile yapilan arastirmalarda
ise antibakteriyal-antifungal etkisinin olmadig1 (Dik ve ark
2013), MCF-7/S, MCF-7 /Pac ve MCF-7 /Vinc hiicre hatlarinda
sitotoksik etkilerinin bulunmadig1 (Kars ve ark 2011, Kars ve
ark 2013), ratlarda OECD kurallarina gore yapilan akut oral
(5.000 mg/kg distilat liyofilizat1) toksisite arastirmasinda 14
glin sliresince biyokimyasal ile hematolojik parametrelere
etkisinin olmadigl, relatif organ agirliklarini etkilemedigi,
patolojik degisiklik ve 6liimlere neden olmadig bildirilmis-
tir (Dik ve ark 2012). Arastirma sonucunda ratlarda NOD'nin
akut oral toksisitesinin bulunmadigi ifade edilmistir (Dik ve
ark 2012). Deneysel Tip II diyabet olusturulan ratlara oral
NOD uygulamasi sonrasinda aclik kan sekeri diizeyini di-
stirdiigii ve diyabetle ilgili dlizeyleri degisen diger biyolojik
belirte¢lerin normal diizeylere ulasmasinda etkili olabilecegi
bildirilmistir. Ayrica diyabette olusan mikrodolagim kaynakli
bozukluklarin 6nlenmesinde etkili olabilecegi ve Tip II diya-
bette alternatif tedavi amaciyla kullanilabilecegi ifade edil-
mistir (Bas ve ark 2012, Yazihan ve ark 2013). Ratlara oral
NOD (1 mg/kg distilat1 liyofilizati, SID, 11 giin) uygulamasi
sonrasinda hematolojik ve biyokimyasal parametrelere etki-
sinin olmadigy, organ (kalp, karaciger, bobrek) TBARS diizey-
lerini etkilemedigi bildirilmistir (Dik ve ark 2014).

Endotel kaynakl gevsetici faktor (EDRF) tanimlanirken, nit-
rik oksit sentetaz enziminin kesfedilmesi ile EDRF’nin nitrik
oksit oldugu tespiti de yapilmistir. Canlida bir¢ok dokunun
yani sira 6zellikle damar endoteli ve makrofajlarda bulunan
uyarilabilir nitrik oksit sentetaz, 6nemli fizyolojik olaylarda
rol alan nitrik oksit tiretimini saglar. Damar endotelinde iire-
tilen nitrik oksitin, damar diiz kaslarinda gevsemeyi saglaya-
rak kan akisi ve tansiyonun diizenlenmesinde rol aldig1 bi-
linmektedir. Ayrica trombosit agregasyonunun engellenmesi,
kalp kasinin kasilmasi ve sindirim sisteminin diizenlenmesi
gibi olaylarda da rol aldig1 bildirilmektedir. Nitrik oksit diize-
yinin hipertansiyon, seker hastalig, arteroskleroz, pulmoner
hipertansiyon, bobrek yetmezligi, venereal tiimoér, gebelik
ve septik sok gibi hastaliklarda degistigi tespit edilmistir
(Tiirkoz ve Ozerol 1997, Aritas ve Bedirli 1998, Kili¢ ve Yil-
diz 1998, inan ve ark 2005, Aydin ve ark 2009, Aydin ve ark
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2010). Nerium oleander ve Nerium indicum metanol ekstrak-
larinin nitrik oksit olusumunu engelleyici etkileri olabilecegi
bildirilmistir (Sreena ve ark 2011, Dey ve ark 2012).

Serbest radikaller cevrelerinde paylasilmamis elektron ige-
ren atom veya molekiiller olarak tanimlanir. Paylagilmamis
elektron iceren bu yapilar baska atom veya molekiillerce
dengeleninceye kadar kararsiz yapidadir ve c¢evrelerindeki
yapilari da kararsiz yapilar sekline getirme yetenegine sahip-
tir. Biyolojik sistemlerde ise en fazla oksijenden kaynaklanan
serbest radikaller (siiperoksit, hidroksil, singlet oksijen vs)
dretilir. Canlida siirekli iiretilen serbest oksijen radikalleri,
enzimatik (katalaz, glutaston peroksidaz, stiperoksid dismu-
taz vs) veya enzimatik olmayan antioksidanlarca etkisizles-
tirilir. Canlida denge seklinde bulunan oksidan/antioksidan
durumda, fazla tiretilen oksidanlar veya antioksidan yeter-
sizliginde dokularda radikal kaynakli dejenerasyonlar gelisir
ve bu durum lipid peroksidasyonu olarak tanimlanir. Gelisen
lipid peroksidasyonunu belirlemek i¢in biyolojik materyal-
lerden malondialdehid (MDA) veya tiyobarbitiirik asit re-
aktif iirtinleri (TBARS) diizeyleri 0Olgiiliir ve yiikselen MDA/
TBARS diizeyleri lipid peroksidasyonu varliginin gostergesi
olarak kabul edilir (Kusano ve Ferrari 2008, Yazar ve Tras
2002, Atabek 2012, Sachdeva ve ark 2014). Ratlara oral NOD
uygulamasinin doku (kalp, karaciger ve bobrek) TBARS dii-
zeylerini etkilemedigi bildirilmesine (Dik ve ark 2014) rag-
men, bitkinin kimyasal ekstraktlarinin antioksidan etkinlik
gosterebilecegi bildirilmistir (Devi ve ark 2012, Mohadjerani
2012).

Bu arastirmada Tip II diyabette faydal etkileri belirlenen
ve dolasimla ilgili bozukluklar1 6nlemede etkili olabilecegi
bildirilen NOD’nin (Bas ve ark 2012), bu etkisini nitrik oksit
diizeyini etkileyerek ve/veya antioksidan etkinlik gostere-
rek ortaya koyabilecegi hipoteze edildi. Mevcut arastirmanin
amaci ratlara tek doz intraperitoneal NOD uygulamasinin
serum nitrik oksit diizeyine etkisini belirlemektir. Ayrica
TBARS, katalaz ve biyokimyasal parametrelere etkisini de
arastirmaktir.

Gereg¢ ve Yontem

Arastirmada 20 adet erkek Wistar albino rat (2-3 ay, 250-
300 g) kullanildi. Arastirma prosediirii MAEU Yerel Etik ku-
rulunca onaylandi (2014/70). Akdeniz bélgesinden toplanan
bitkinin onaylanmasi (S. U. Fen Fakiiltesi, Biyoloji béliimii)
yapildiktan sonra yikanarak dograndi ve iizerine distile su
ilave edilerek distilatdre kondu. Buharlasan distilat kismi bi-
riktirildi (Bas ve ark 2012). Kontrol (0. saat) olarak 5 adet rat
ayrildiktan sonra digerlerine 7.5 mL Nerium oleander disti-
lat1 (NOD) intraperitoneal (IP) olarak tek seferde uygulandi.
Uygulama oOncesi (Kontrol, 0. saat) ve uygulama sonrasinda
2, 4 ve 8. saatlerde 5’er adet rat anesteziye (60 mg/kg ke-
tamin, IP + 10 mg/kg ksilazin, IP) alind1. Anestezi altindaki
hayvanlarin kalplerinden analizler i¢in kan drnekleri alindi
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ve sonrasinda servikal dislokasyon yontemiyle 6tenazi edildi.
Serum nitrik oksit (Enzo Life Science, Lausen, Switzerland),
TBARS (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA), katalaz (Cay-
man Chemical, Ann Arbor, MI, USA) diizeyleri ELISA okuyu-
cusu (Bio-Tek Instruments Inc.,, MWGt Lambda Scan 200) ve
biyokimyasal parametreler (kreatin kinaz-MB, kreatin kinaz,
alkalen fosfataz, alanin aminotransferaz, aspartat amino-
transferaz, total protein, albiimin, total bilirubin, kolesterol,
trigliserit, yliksek dansiteli lipoprotein, diisiik dansiteli li-
poprotein, kreatinin, {irik asit, kan {lire nitrojen) otoanalizor
(ILab-300 bioMerieux Diagnostics, Milan, Italy) ile belirlendi.

Arastirma sonugclar1 ANOVA ve Scheffe testi ile degerlendiril-
di (SPSS 19.0). P<0.05 degeri istatistiki acidan 6nemli kabul
edildi.

300

250

200

150

100

Nitrik Oksit (uM)

50

0 2s 4s 8s

Grafik 1. Nerium oleander distilati uygulamasinin serum nitrik oksit diizeyine
etkisi.
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Grafik 2. Nerium oleander distilat1 uygulamasinin serum tiyobarbitirik asit
reaktif tirtinleri (TBARS) diizeyine etKkisi.
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Grafik 3. Nerium oleander distilat1 uygulamasinin serum katalaz diizeyine
etkisi.
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Bulgular

NOD uygulamasinin nitrik oksit, TBARS ve katalaz diizeyine
etkisi Grafik 1, 2 ile 3’te ve biyokimyasal parametrelere et-
kisi Tablo 1'de sunuldu. NOD uygulamasinin serum TBARS
diizeylerini diistirdiigi (P<0.05), katalaz diizeyini artirdigi
(P<0.05) belirlenirken, serum nitrik oksit diizeyine etkisinin
olmadig1 (P>0.05) tespit edildi. NOD uygulamasinin diisiik
dansiteli lipoprotein ile kolesterol diizeylerini 8. saatte, to-
tal bilirubin diizeyini 2. saatte ytkselttigi (P<0.05) belirlendi
(Tablo 1).

Tartisma

Nerium oleander (Zakkum) bitkisi tipta alternatif tedavi
amacl olarak kullanilmakla birlikte oldukea zehirlidir (Bay-
top 1984, Ozdemir ve ark 2011). Ancak bitkiden elde edilen
distilatin bazi hiicre hatlarinda sitotoksik etki gdstermedigi
ve ratlarda zehirli olmadig bildirilmistir (Kars ve ark 2011,
Dik ve ark 2012). Diger yandan distilatin 6zellikle deneysel
Tip II diyabette oldukg¢a faydal etkilerinin oldugu ifade edil-
mistir (Bas ve ark 2012, Yazihan ve ark 2013).

Mevcut arastirmada NOD uygulamasinin serum nitrik oksit
diizeyini etkilemedigi belirlendi (P>0.05, Grafik 1). Nitrik
oksit diizeyinin bazi metabolik ve enfeksiy6z hastaliklarda
(Hipertansiyon, seker hastalig, arteroskleroz, septik sok vs)
degistigi bilinmektedir (Tiirkéz ve Ozerol 1997, Kili¢ ve Yil-
diz 1998, inan ve ark 2005). Mevcut arastirmada, NOD uy-
gulamasinin damarlarda gevsemeyi saglayan, kan basincini
diizenleyen ve yar1 dmrii birka¢ saniye olan (Kili¢ ve Yildiz
1998) serum nitrik oksit diizeyine etkisinin olmamasi, de-
neysel Tip II diyabet gibi metabolik hastalikta gosterdigi
olumlu etkilerin farkli mekanizma/lardan kaynaklanabilece-
gini gostermektedir.

Mevcut arastirmada NOD uygulamasi sonrasinda 2. saatten
sonra serum TBARS diizeyinde belirgin diisme (P<0.05)
gozlendi (Grafik 2). Nerium oleander kimyasal ekstraktinin
ratlarda MDA diizeyini diisiirdiigii (Singhal ve Gupta 2012),
Nerium oleander ile Nerium indicum kimyasal ekstraktlarinin
doza bagh olarak gii¢lii antioksidan etkinlik gdsterebilecegi
ve antioksidan etkinligi ile baz1 oksidatif dejeneratif hasta-
liklarda (Diyabet, artritis, kanser vs) faydal etkileri buluna-
bilecegi bildirilmistir (Sreena ve ark 2011, Devi ve ark 2012,
Dey ve ark 2012, Mohadjerani 2012). Ancak, ratlara oral NOD
(1 mg/kg, SID, 11 giin) uygulamasinin kalp, karaciger ve bob-
rek TBARS diizeylerini etkilemedigi de belirtilmistir (Dik ve
ark 2014). Arastirma sonuglari birlikte degerlendirildiginde,
NOD’nin antioksidan etkisinin uygulama yolu, dozu ve analiz
edilen biyolojik materyal ile iliskili olabilecegini gostermek-
tedir. Ayrica NOD’nin deney hayvanlarinda zehirli etkilerinin
olmamasi, kimyasal ekstraklarina kiyasla arastirmalarda
avantaj olarak degerlendirilebilir.
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Tablo 1. Nerium oleander distilat1 uygulamasinin serum biyokimyasal parametreler tizerine etkisi (mean+SE).
Parametreler 0. saat 2.saat 4. saat 8. saat
CK-MB (U/L) 293+40.8 3874334 285£35.0 256£43.6
CK (U/L) 2274334 485£48.9 231£47.9 4544154
ALP (U/L) 13616.0 122+10.0 144413.1 19729.0
ALT (U/L) 92.0+13.8 123+28.8 158+23.2 184+62.9
AST (U/L) 187437.7 263+54.3 191554 2534243
Total protein (g/dL) 6.54%0.16 5.9620.26 6.410.47 6.84+0.55
Albiimin (g/dL) 3.74%0.17 3.63+0.16 3384028 3.89£0.19
TBil (mg/dL) 0.09+0.02° 0.24+0.01% 0.09£0.01° 0.11£0.02°
Kolesterol (mg/dL) 57.8+4.53" 58.2+3.21" 67.6+4.83" 84.8+1.46
Trigliserit (mg/dL) 56.67.03 55.245.13 53.6+3.44 48.8+5.87
HDL (mg/dL) 51.6+3.75 51.243.92 55.4+3.84 60.4+2.18
LDL (mg/dL) 11.6£0.93° 12.0£0.71° 17.6+2.04° 27.241.74°
Kreatinin (mg/dL) 0.50£0.03 0.45:0.03 0.48+0.04 0.530.03
Urik asit (mg/dL) 2112024 3.02+0.66 2.370.25 2.28+0.51
BUN (mg/dL) 22.5¢1.29 28.6£0.71 27.142.46 27.1%3.30

CK-MB: Kreatin kinaz-MB; CK: Kreatin kinaz; ALP: Alkalen fosfataz; ALT: Alanin aminotransferaz; AST: Aspartat aminotransferaz; TBil: Total bilirubin, HDL: Yiiksek

dansiteli lipoprotein; LDL: Diisiik dansiteli lipoprotein; BUN: Kan iire nitrojen. & b, Ayni satirdaki farkl harfler istatistiki agidan 6nemlidir (P<0.05).

Katalaz biyolojik sistemlerde olusan hidrojen peroksiti su ile
oksijene parcalayarak antioksidan etkinlik gostermektedir
(Yazar ve Tras 2002). Mevcut arastirmada NOD uygulama-
sinin serum katalaz diizeyini yiikselttigi (P<0.05) belirlendi
(Grafik 3). Diizeyi artan hidrojen peroksitin katalaz diizeyini
artirmasi yaninda TBARS diizeyini de artirmasi gerektigi dii-
stintildiiglinde, ytlikselen katalaz diizeyinin hidrojen peroksit
konsantrasyonunu nétralize etmek i¢in yiikselmedigi, dogru-
dan miktarinin artisi ile ilgili olabilecegi kanaatini olustur-
maktadir. Bu durumda dogrudan enzim sentezinin NOD tara-
findan uyarilmasi veya NOD i¢inde bulunan katalazin ratlara
uygulama sonrasinda seruma ge¢mesi ile aciklanabilir. Yapi-
lan arastirmalarda zakkumun yapisinda katalaz bulundugu
belirlenmistir (Ghorbanli ve ark 2007, Vinayagam ve Sudha
2011).

Mevcut arastirmada NOD uygulamasinin 8. saatte diisiik dan-
siteli lipoprotein ile kolesterol, 2. saatte total bilirubin diize-
yinde yiikselmeye (P<0.05) neden oldugu ve diger biyokim-
yasal parametrelere ise etkisinin olmadig1 belirlendi (P>0.05,
Tablo 1). Doymamis bir steroid alkolii olan kolesterol, safra
asitleri ile steroid hormonlarin prokiirséri olarak gorev ya-
par ve karacigerde sentezlenir. Safra kanali hastaliklarinda
ylksek diizeylere ulasabilmektedir (Turgut 2000). Mevcut
arastirmada total bilirubin diizeyindeki gegici artis (P<0.05,
2. saat, Tablo 1) da dikkate alindiginda, NOD uygulamasinin
safra kanalinda gecici hasara neden olabilecegi ve sonucun-
da serum kolesterol ve kolesterol diizeyi ile yakin iliskisi
olan diisiik dansiteli lipoprotein diizeylerinde artisa neden
olabilecegi ifade edilebilir. Mevcut arastirma sonucundan
farkli olarak ratlara oral NOD uygulamasi sonrasinda diisiik

dansiteli lipoprotein ile kolesterolii de iceren biyokimyasal
ve hematolojik parametrelerde degisiklikler gézlenmedigi
ve akut oral toksisitesinin bulunmadigi bildirilmistir (Bas ve
ark 2012, Dik ve ark 2012, Dik ve ark 2014). Arastirmalar
arasindaki fark uygulanan NOD’nin dozu ve uygulama yolu
arasindaki degisiklikten kaynaklanabilir.

Oneri

Deney hayvanlarinda akut oral toksisitesi bulunmayan
NOD'nin nitrik oksit sentezi lizerine etkisinin olmadigl, an-
cak giliclii antioksidan etkinlik gostererek oksidatif strese
bagli gelisen dejeneratif durumlarda tedaviye destek amagh
kullanilabilecegi ifade edilebilir.
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