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OZET

DOKTORA TEZi

SICANLARDA VALPROIK ASIiT iLE OLUSTURULAN KALP HASARINA
MORINGA OLEiFERA’NIN ETKILERI

Elmas Irmak CiL ARSLAN

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah

Biyokimya (F.B.E), Doktora Program

Damisman : Prof. Dr. Ozlem SACAN
II. Damsman : Dog. Dr. i. Burcu TURKYILMAZ MUTLU |

Valproik asit (SVA), kisa zincirli bir yag asidi yapisinda olup epilepsi tedavisinde kullanilan
bir etken maddedir. Epilepsi tedavisinde en ¢ok tercih edilen antiepileptik ila¢ olmasina ragmen,
tedavilerdeki kullanim siiresi, dozu gibi etkenlere bagli olarak bircok doku ve organ iizerinde
ciddi yan etki ve toksisite meydana getirmektedir. Moringa oleifera, igerdigi vitamin, mineral,
dogal antioksidanlar, flavonoidler ve alkaloidler sayesinde, basta karaciger ve mide koruyucu
ozelligi olmak tizere, giiclii antiepileptik, antikanser ve antiinflamatuar etkilere sahiptir. Bu tez
calismasinda, Moringa oleifera bitkisinin %70’lik alkollii ekstresi hazirland1 ve valproik asit
ile olusturulan kalp hasariin 6nlenmesi i¢in hazirlanan bu bitki ekstresi uygulanarak Moringa
oleifera’nin koruyucu etkilerinin aragtirilmasi amaglandi. Calisma i¢in Sprague-Dawley soyu
disi siganlar tercih edildi. Deney hayvanlari rastgele dort gruba ayrildi. Gruplar kontrol grubu,
Moringa oleifera ekstresi verilen grup, SVA uygulanan grup ve SVA+Moringa oleifera ekstresi
verilen grup olarak belirlendi. SVA ve Moringa oleifera ekstresi, serum fizyolojik ¢cozeltisinde
coziilerek hazirland1 ve gavaj yontemi ile deney hayvanlarina verildi. Deney siiresi 15 giin
olarak belirlendi. Bu siire sonunda deney hayvanlar1 bir gece a¢ birakildiktan sonra anestezi
altinda sakrifiye edildi. Ardindan kalp dokular1 alindi. Dokular, serum fizyolojik ¢ozeltisi
icinde saklanmak iizere, deneylerin yapilacag giine kadar -20 °C’de muhafaza edildi. Kalp
dokularindan hazirlanan homojenizatlarda enzimatik ve enzimatik olmayan biyokimyasal
parametreler tayin edildi. Elde edilen sonuglara gore, kontrol grubu ile karsilastirildiginda SVA
uygulanan gruba ait indirgenmis glutatyon, ileri okside protein iiriinleri, total oksidan
seviyeleri, reaktif oksijen tiirleri, oksidatif stres indeksi, nitrik oksit, heksoz, heksozamin
seviyeleri ile glutatyon peroksidaz, glutatyon-S-transferaz, gama glutamil transferaz, glutamat
oksal asetat transaminaz, miyeloperoksidaz, karbonik anhidraz aktivitelerinde artma
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gozlemlenirken, total antioksidan seviyeleri ile katalaz, siiperoksit dismutaz, ksantin oksidaz,
laktat dehidrojenaz, sodyum potasyum ATPaz ve alkali fosfataz aktivitelerinde azalma
meydana geldigi gozlemlendi. SVA grubuna Moringa oleifera ekstresi uygulanmasi ile bu
degerler ve aktiviteler tersine ¢evrildi. Bu sonuglar dikkate alindiginda, SVA ile olusturulan
kalp hasarina karst Moringa oleifera bitki ekstresinin koruyucu etki gosterdigi sonucuna
varilabilir. |

Haziran 2025 , [79 sayfa.

Anahtar kelimeler: | Valproik asit, Kalp, Oksidatif Stres, Moringa oleifera |
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ABSTRACT

Ph.D. THESIS

EFFECTS OF MORINGA OLEIFERA ON VALPROIC ACID INDUCED HEART
INJURY IN RATS |

Elmas Irmak CiL ARSLAN

Istanbul University-Cerrahpasa
Institute of Graduate Studies
Department of Chemistry

Biochemistry Programme

Supervisor : Prof. Dr. Ozlem SACAN
Co-Supervisor: Assoc. Prof. Dr. i. Burcu TURKYILMAZ MUTLU |

Valproic acid (SVA) is a short-chain fatty acid and an active ingredient used in the treatment
of epilepsy. Although it is the most preferred antiepileptic drug in the treatment of epilepsy,
serious side effects and toxicity occur on many tissues and organs depending on the duration of
use and dose in the treatments. Moringa oleifera has strong antiepileptic, anticancer and anti-
inflammatory properties, especially its skill and stomach protective properties, with the
presence of vitamins, minerals, natural antioxidants, flavonoids and alkaloids. In this study,
70% alcoholic extract of Moringa oleifera plant was prepared and it was aimed to investigate
the protective effects of Moringa oleifera by applying this plant extract on valproic acid induced
heart damage. Sprague-Dawley female rats were preferred for the study. Experimental animals
were randomly divided into four groups. The groups were determined as control group,
Moringa oleifera extract group, SVA applied group and SVA-+Moringa oleifera extract group.
SVA and Moringa oleifera extracts were structured by dissolving in serum analysis solutions
and experimental options were given by gavage method. The experimental period was
determined as 15 days. At the end of this period, the experimental animals were sacrificed under
anesthesia after fasting for one night. Then the heart tissues were taken. The tissues were stored
in the physiological saline until the experiment day of the experiments at -20 °C. Enzymatic
and non-enzymatic biochemical effects were determined in homogenates from heart tissues.
According to the results, it was observed that there was an increase in reduced glutathione,
advanced oxidized protein products, total oxidant levels, reactive oxygen species, oxidative
stress index, nitric oxide, hexose, hexosamine levels and glutathione peroxidase, glutathione-
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S-transferase, gamma glutamyl transferase, glutamate oxal acetate transaminase,
myeloperoxidase, carbonic anhydrase activities, while there was a decrease in total antioxidant
and catalase, superoxide dismutase, xanthine oxidase, lactate dehydrogenase, sodium potassium
ATPase and alkaline phosphatase activities in SVA given group when compared to control
group. Moringa oleifera extract administration to SVA group reversed these levels and
activities. Considering these results, it can be concluded that Moringa oleifera plant extract
showed its protective effects against heart injury induced by SVA. |

June 2025, [7% pages.

Keywords: | Valproic acid, Heart, Oxidative stress, Moringa oleifera
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1. GIRIS

Kardiyovaskiiler hastaliklar, diinya genelinde 6liimlerin 6nde gelen nedenleri arasinda
yer almakta ve giderek artan bir halk sagligi sorunu haline gelmektedir. Ozellikle son yillarda
yasam tarzi degisiklikleri, obezite, hipertansiyon, diyabet gibi risk faktdrlerinin yayginlagmasi
ile kardiyovaskiiler hastaliklarin goriilme siklig1 dramatik bir sekilde artmistir (Virani ve dig.,
2021). Kalp dokusu, yogun enerji tiiketimi ve oksidatif metabolik faaliyetleri sebebiyle
oksidatif stres ve inflamasyona kars1 olduke¢a hassas bir organdir. Dolayistyla cesitli ilaglarin,
cevresel toksinlerin ve patolojik durumlarin neden oldugu zararl etkilere kars1 yliksek diizeyde

duyarlidir (Dhalla ve dig., 2000; D'Oria ve dig., 2021).

Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) asir1 iiretimi ve antioksidan savunma
mekanizmalarinin yetersiz kalmasi sonucu ortaya ¢ikan bir dengesizlik durumudur (Sies, 2020).
Kardiyak dokuda olusan oksidatif stres, lipid peroksidasyonu, protein karbonilasyonu, DNA
hasar1 ve hiicresel apoptotik siire¢lerin tetiklenmesine yol acarak kardiyak fonksiyonlari
bozmakta ve uzun donemde kalp yetmezligi gibi ciddi patolojilerin gelisimine zemin
hazirlamaktadir (Tsutsui ve dig., 2021; Miinzel ve dig., 2022). Ayrica inflamasyonun da
oksidatif stres ile yakindan iligkili oldugu ve kalp hastaliklar1 patogenezinde 6nemli bir rol
oynadigi bilinmektedir. Ozellikle proinflamatuvar sitokinler, kardiyak fonksiyonlarin

bozulmasinda kritik rol oynayan inflamatuvar mediatorlerdir (Mann, 2021).

Valproik asit (SVA), epilepsi, bipolar bozukluk ve migren gibi ndrolojik bozukluklarin
tedavisinde siklikla tercih edilen genis spektrumlu bir antiepileptik ilagtir (Loscher, 1999).
Valproik asidin etki mekanizmasi temel olarak gama-aminobiitirik asit (GABA) diizeylerini
artirmak, voltaj bagimli sodyum ve kalsiyum kanallarim1 inhibe etmek gibi bir¢ok yolu
icermektedir (Chateauvieux ve dig., 2010; Ghodke-Puranik ve dig., 2013). Ancak yaygin
kullanimi ve etkinligine ragmen, SVA’nin uzun siireli kullaniminin hepatotoksisite, kilo artisi,
osteoporoz, hematolojik komplikasyonlar ve kardiyovaskiiler yan etkiler gibi ciddi saglik
sorunlartyla iliskili oldugu bildirilmektedir (Nanau ve Neuman, 2013; Chukwu ve dig., 2014;
Meador ve dig., 2020).



Son donem arastirmalari, valproik asidin kardiyotoksik potansiyelini 6zellikle oksidatif
stresin artmasi, inflamatuvar siireglerin uyarilmas: ve kardiyak hiicrelerde apoptotik yollarin
aktive edilmesi gibi mekanizmalar iizerinden degerlendirmektedir (Sztajnkrycer ve dig., 2002;
Nanau ve Neuman, 2013). SVA kullanimina bagl kardiyak disfonksiyonlarin, ila¢ tedavisinde
dikkatli olunmas1 ve diizenli kardiyak izlem gerektirdigi lizerinde durulmaktadir (Romoli ve
dig., 2021). Kardiyovaskiiler yan etkilerinin detayli incelenmesi, uzun vadede SVA ile tedavi

edilen hastalarin yasam kalitesi ve giivenligi agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir.

Bu ¢alismada, SVA ile olusturulan kalp hasarina kars1t Moringa oleifera’nin koruyucu

etkisi, biyokimyasal parametreler uygulanarak incelendi.



2. KAVRAMSAL CERCEVE

2.1. VALPROIK ASIT VE GENEL OZELLIiKLERI

2.1.1. Valproik Asidin Kimyasal Yapisi ve Genel Ozelikleri

Valproik asit/valproat (SVA) valerik asitten elde edilen; kapali kimyasal formiili
CsHi602 olan, dallanmis zincirli kisa zincirli bir yag asididir (Sekil 2.1). Giinlimiizde en genis
spektruma sahip antiepileptik ilaglardan olan SVA, epilepsi ve ¢esitli ndbet tiirlerinin
tedavisinin yaninda anksiyete, migren, ve diger psikiyatrik duygu durum bozukluklarinda da

oldukea etkilidir (Belcastro ve dig., 2013; Ghodke-Puranik ve dig., 2013).
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2.1.2. Valproik Asidin Klinik ve Farmakolojik Ozellikleri

SVA, epilepsinin bir¢ok tiirlinde genis spektrumlu birinci basamak tedavi olarak tercih
edilmektedir. Ayrica bipolar bozuklukta duygu durum stabilizatorli ve migren profilaksisinde
de etkili sekilde kullanilmaktadir. Farmakolojik olarak SVA, beyindeki voltaj bagimli iyon
kanallarinin aktivitesini diizenleyerek ve inhibitdr norotransmitter olan gama-aminobiitirik
asidin (GABA) sinaptik konsantrasyonunu artirarak antikonviilzan etkisini gostermektedir
(Loscher, 2002; Jochim ve dig., 2019). Bu etkiler temel olarak voltaj kapili sodyum kanallariin
inhibisyonu, GABA transaminaz ve siliksinik semialdehit dehidrojenaz gibi enzimlerin
inhibisyonu ve GABA geri alim mekanizmalarinin baskilanmast ile iligkilidir (Ghodke-Puranik

ve dig., 2013).



SVA, oral yolla alindiktan sonra hizli bir bigimde emilir ve biiylik oranda karacigerde
metabolize edilir. Metabolizma siirecleri sirasinda 2-en valproik asit, 4-en valproik asit ve
hidroksillenmis metabolitler dahil olmak tizere ¢ok ¢esitli metabolitler olusur. Bu metabolitler,
esas olarak glukuronit konjugasyonu ve mitokondriyal beta oksidasyon yoluyla elimine edilirler

(Loscher, 2002; Ghodke-Puranik ve dig., 2013).

2.1.3. Valproik Asidin Etki Mekanizmasi

Valproik asidin temel etki mekanizmalart GABA diizeylerinin artis1, voltaj bagimli
sodyum kanallarinin  inhibisyonu ve kalsiyum kanallarinin  modiilasyonunu igerir
(Chateauvieux ve dig., 2010; Ghodke-Puranik ve dig., 2013). Bu mekanizmalar epileptik
ndbetlerin dnlenmesinde etkilidir; ancak periferik dokularda, 6zellikle kalp iizerinde potansiyel

toksik etkilere de zemin hazirlayabilir.

2.1.4. Valproik Asidin Yan Etkileri ve Toksisitesi

Valproik asit genis klinik kullanimina karsin, ¢ok c¢esitli yan etkiler ve toksik
reaksiyonlarla iliskilendirilmektedir. Akut veya kronik kullanimda mide bulantisi, bag donmesi,
uyku hali, sa¢ dokiilmesi, kilo artig1 ve hematolojik degisimler (trombositopeni gibi) yaygin
olarak gortilebilir. Kronik uygulamada ise osteoporoz, polikistik over sendromu, ensefalopati
ve dogumsal anomaliler gibi ciddi yan etkiler tanimlanmistir (Christensen ve dig., 2013;
Chukwu ve dig., 2014). Ayrica yiiksek dozlarda hipotermi ve ensefalopati gibi akut toksisite
durumlar da bildirilmistir (Guo ve dig., 2001).

Valproik asidin en ciddi toksik etkilerinden biri de hepatotoksisitedir ve bu durum
literatiirde detayli bicimde arastirilmistir (Celik ve dig., 2021). Diger organlara yonelik toksik
etkileri arasinda pankreas, beyin, akciger, dil, tiikiiriik bezi vb. doku ve organlar bulunmaktadir
(Guevara-Campos ve dig., 2009; Turkyilmaz ve dig., 2021; Alev-Tuzuner ve dig., 2024; Ertik
ve dig., 2025; Magaji ve dig., 2025).

2.2. KALP

Kanin damar sistemi igerisinde tiim viicuda dolagimini saglayan ve yasam i¢in temel
oneme sahip organ olan kalp, kanin pompalama fonksiyonunu yerine getirerek dokulara oksijen
ve besin tasinmasini saglar ve karbondioksit ile diger atiklarin uzaklastirilmasina yardimci olur.

Bu nedenle kalp, dolasim sisteminin merkezi olarak tanimlanir.



2.2.1. Kalbin Anatomisi ve Yerlesimi

Kalp, gogiis boslugunda (toraks) mediastinum adi verilen bolgede yer alir ve
akcigerlerin arasinda, sternumun hemen arkasinda konumlanir. Yaklasik olarak yumruk
biiytikliigiinde olan kalp, iistteki taban1 (basis) ve alttaki sivri ucu (apeks) ile koni benzeri bir
yapiya sahiptir. Apeks, sol ventrikiiliin alt ucunu olusturur ve sol gogiis duvarma dogru

yonelmistir (Drake ve dig., 2020; Standring, 2021).

Kalp, perikard adi verilen fibroz-serdz bir zar ile ¢evrelenmistir. Perikard, kalbi dis
darbelerden korur, kalp hareketlerini sinirlar ve siirtiinmeyi azaltarak kalp kasinin etkin
caligmasini saglar. Perikard i¢ (visseral) ve dig (pariyetal) tabakadan olusur ve iki tabaka

arasinda perikardiyal sivi bulunur (Marieb ve Hoehn, 2022).

2.2.2. Kalbin Yapisi ve Boliimleri

Kalp, sag ve sol olmak iizere iki ayr1 pompa gibi islev gdéren dort odaciktan
olusmaktadir. Ustte yer alan iki kii¢iik odaciga atrium (kulakcik), altta bulunan iki biiyiik
odaciga ise ventrikiil (karincik) adi verilir. Kalbin sag tarafi oksijence fakir kani pulmoner
dolasimla akcigerlere gonderirken, sol tarafi oksijence zenginlesmis kani sistemik dolasim

aracilifiyla tiim viicuda dagitir (Hall, 2020).

Kalbin i¢ yiizeyi endokard adi verilen endotelyal bir tabaka ile kaplidir. Kalp duvarinin
en kalin orta tabakasini ise kalp kas1 olarak bilinen miyokard olusturur. Miyokard, ¢izgili kas
yapisina sahip ancak istemsiz ¢aligan 6zel bir kas dokusudur. Miyokardin dis yiizeyi ise epikard

(visseral perikard) ile ortiiliidiir (Tortora ve Derrickson, 2018; Standring, 2021).

2.2.3. Kalbin Kan Dolasim

Kalp dokusunun kendi metabolik ihtiyaglarini karsilamasi i¢in koroner dolagim adi
verilen 6zel bir damar ag1 bulunmaktadir. Koroner arterler, aorttan ¢ikarak kalp dokusuna
oksijen ve besin tasirlar. Sag ve sol koroner arterler, miyokard dokusunu besleyerek kalbin
stirekli olarak calisabilmesi i¢in gerekli oksijen ve metabolitlerin saglanmasindan sorumludur
(Marieb ve Hoehn, 2022). Koroner venler ise miyokarddaki metabolik atiklar1 toplar ve koroner

siniis araciligiyla sag atriuma geri bosaltir (Hall, 2020).



2.2.4. Kalp Kasimin Hiicresel Yapisi ve Bag Dokusu

Kalp kast hiicreleri (kardiyomiyositler), bransli, tek veya cift ¢ekirdekli hiicrelerden
olusur ve interkalar diskler ad1 verilen 6zel baglantilar araciligiyla birbirine sikica tutunur. Bu
diskler, elektriksel impulslarin hizli yayilmasimi ve kalbin senkronize bi¢cimde kasilmasini

saglar (Litvitukova ve dig., 2020).

Kalbin miyokard dokusunda bulunan bag dokusu, baslica kollajen ve elastin liflerinden
olusur. Kollajen lifleri kalbin yapisal biitiinliiglinii ve dayanikliligini saglarken, elastin lifleri
ise kalp kasiin esneklik ve gerilim sonras1 tekrar eski haline donebilme yetenegini kazandirir

(Deb ve Ubil, 2014).

2.2.5. Kalbin Fonksiyonlar1 ve Kardiyak Dongii

Kalbin temel islevi, kan1 damar sistemi i¢inde siirekli olarak pompalamak ve dolagimi
siirdiirmektir. Kalbin kasilmasi (sistol) ve gevsemesi (diyastol) siire¢lerinden olusan bu diizenli
aktiviteye kardiyak dongii adi verilir. Bu dongii, atriyum ve ventrikiillerin koordineli olarak
kasilip gevsemesiyle kanin kalp i¢inde diizenli hareketini saglar (Tortora ve Derrickson, 2018;

Marieb ve Hoehn, 2022).

Kalp fonksiyonlarinin etkinligi, kalp debisi (dakikada pompalanan kan miktari) ve
ejeksiyon fraksiyonu gibi parametrelerle degerlendirilir. Kalp debisi, atim hacmi ve kalp atim

hizi ile belirlenir ve dolagim sistemi fonksiyonunun temel gostergesidir (Hall, 2020).

2.2.6. Kalp Dokusu ve Oksidatif Stres

Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunun antioksidan savunma
sistemlerini agmasi sonucunda olusan hiicresel hasar durumu olarak tanimlanir (Sies, 2020).
Kalp dokusunun siirekli enerji talebi, ROS {iiretimini artirarak lipid peroksidasyonu, protein
oksidasyonu ve mitokondriyal hasar gibi siirecleri tetikleyebilir. Uzun siireli oksidatif stres,
kalp yetmezligi, aritmiler ve miyokard infarktiisii gibi kardiyak hastaliklarin patogenezinde

kritik rol oynar (Tsutsui ve dig., 2021).

2.3. VALPROIK ASIDIiN KALP UZERINE ETKIiLERI

2.3.1. Valproik Asidin Kardiyovaskiiler Etkilerinin Incelenmesi
SVA’nin kardiyovaskiiler sistem {izerindeki potansiyel etkileri ¢esitli mekanizmalar

aracilifiyla ortaya cikabilir. Caligmalar, SVA’nin kardiyak sodyum kanallarini inhibe ettigini



gostermektedir. Bu dogrudan etki, kalp hiicrelerinin elektriksel aktivitesini etkileyerek aritmi
riskini potansiyel olarak artirabilir. Ancak, bu etkinin klinik 6nemi ve hangi dozlarda ortaya

ciktig1 hala arastirilmaktadir (Jia ve dig., 2023).

SVA'nin dolayli mekanizmalar1 arasinda lipid profillerinde neden oldugu degisiklikler
yer almaktadir. Uzun siireli SVA kullaniminin lipid seviyelerinde degisikliklere yol agabilecegi
ve bunun da kardiyovaskiiler olaylara katkida bulunabilecegi belirtilmektedir. SVA'nin toplam
kolesterol ve diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) seviyelerini artirabilecegini gosteren
caligmalarin yaninda, dnemli bir etki veya hatta bir azalma oldugunu bildiren ¢aligmalar da
mevcuttur. Bu ¢eligkili bulgular, SVA'nin lipid metabolizmasi tizerindeki etkisinin karmasik ve

muhtemelen hastaya 6zgii oldugunu diisiindiirmektedir (Jaeri ve Islamiyah, 2018).

SVA'nin EKG degisikliklerine neden olabilecegi de bildirilmistir. Bunlar arasinda QT
uzamasl, atriyo-ventrikiiler iletim bloklar1 ve diger anormallikler yer almaktadir. Bazi
caligmalar SVA ile QT uzamasi arasinda bir baglant1 oldugunu 6ne siirerken, digerleri terapotik
dozlarda artan risk kaniti bulamamistir. Bu durum, bu etkinin asir1 dozda veya diger risk
faktorleriyle birlikte daha belirgin olabilecegini diisindiirmektedir (Guarnieri ve dig., 2022).
Kalp yetmezligi ve aritmilerle iliskisi de incelenen SVA'nin, miyokard enfarktiisii sonrasi
yikksek dozlarda potansiyel kardiyoprotektif etkileri olabilecegine dair g¢aligmalar
bulunmaktadir. Ancak, epilepsi hastalarinda SVA kullaniminin aritmi riskini artirabilecegine
dair kanitlar da mevcuttur. Bu bulgular, SVA'nin kalp yetmezligi tizerindeki etkisinin karmagik
oldugunu ve spesifik klinik duruma ve hastanin altta yatan saglik durumuna bagli olarak
degisebilecegini gostermektedir. Ayrica, SVA'min bradikardiye ve bazi durumlarda
hipertansiyona neden olabilecegi de bildirilmistir. Bu ¢esitli kardiyak etkiler (bradikardi,
tasikardi, hipertansiyon, hipotansiyon), SVA'nin otonom sinir sistemi ve kardiyovaskiiler
diizenleme ile karmasik bir etkilesim i¢inde oldugunu diistindiirmektedir (English ve dig.,

2022).

Bazi arastirmalar, Ozellikle miyokard enfarktiisii baglaminda SVA'min potansiyel
kardiyoprotektif etkilerini ©one siirmektedir. Bu etkinin, HDAC inhibisyonu ve gen
ekspresyonunun modiilasyonu yoluyla gerceklesebilecegi diisiiniilmektedir. Calismalar,
SVA’nin miyokard enfarktiisii sonras1 enfarkt boyutunu ve ventrikiiler fibrilasyon riskini

azaltabilecegini gdstermektedir (English ve dig., 2022; Tian ve dig., 2019).



Valproik asit uzun vadede, basta oksidatif stres olmak iizere, inflamatuvar ve apoptotik
mekanizmalari aktive ederek kalp dokusunda hasara yol agabilir. Yapilan ¢aligmalarda SVA'nin
miyokard hiicrelerinde mitokondriyal fonksiyonu bozdugu, enerji iiretimini azalttigi ve ROS
dretimini artirdig bildirilmistir (Nanau ve Neuman, 2013; Sztajnkrycer ve dig., 2022). Bu

durum, miyokardiyal kontraktilite bozukluklar1 ve kardiyomiyopati gelisimine yol agabilir.

2.3.2. Valproik Asit Kaynakh Oksidatif Stres

Valproik asit, uzun siireli kullanimda miyokard hiicrelerinde lipid peroksidasyonunu
artirarak hiicre membranlarinin yapisal biitiinliiglinti bozabilir (Chukwu ve dig., 2014). Bunun
yaninda kalp dokusundaki antioksidan sistemlerin (glutatyon, katalaz, siiperoksit dismutaz gibi
enzimlerin) aktivitelerini azaltarak kalbin oksidatif hasara karsi savunmasiz kalmasina neden
olur. Bu durum, uzun vadede kalp yetmezligi veya kalp fonksiyonlarinda belirgin bozukluklarin

gelisimine zemin hazirlamaktadir (Romoli ve dig., 2021).

2.4. VALPROIK ASIDIN KALP UZERINDEKI ETKILERINE KLIiNiK YAKLASIM
VE TEDAVI YONTEMLERI

Valproik asit kullanan epilepsi hastalarinda kardiyotoksisite riskinin degerlendirilmesi
klinik agidan énemlidir. Ozellikle uzun siireli tedavilerde kardiyak fonksiyonlarin rutin olarak
izlenmesi, elektrokardiyografi (EKG), ekokardiyografi ve biyokimyasal parametrelerin takibi
onerilmektedir (Romoli ve dig., 2021). Ayrica, kalpte olusabilecek oksidatif stresin azaltilmasi
icin antioksidan destegi saglayan terapdtik yaklasimlar arastirilmaktadir. Bunlar arasinda C
vitamini, E vitamini, koenzim Qio ve melatonin gibi antioksidanlarin kullanimi

degerlendirilmektedir (Tsutsui ve dig., 2021).

Valproik asidin kardiyovaskiiler sistem iizerindeki potansiyel etkileri, SVA tedavisi
goren hastalar i¢in 6nemli klinik ¢ikarimlar sunmaktadir. Aritmi riski, EKG degisiklikleri ve
kalp yetmezligi ile olast iliskiler, 6zellikle altta yatan kardiyak rahatsizliklar: olan veya risk

faktorleri tasiyan bireylerde dikkatli bir klinik degerlendirme ve izleme gerektirebilir.

Uzun siireli SVA tedavisi goren hastalarda kardiyak fonksiyonlarin izlenmesine yonelik
mevcut klinik kilavuzlar incelendiginde, oncelikle karaciger fonksiyon testleri, hematolojik
parametreler ve SVA serum seviyelerinin izlenmesine odaklanildigi goriilmektedir. Rutin
kardiyak izleme, spesifik semptomlar ortaya ¢ikmadikga veya risk faktorleri mevcut olmadikga

genellikle nerilmemektedir.



2.5. SERBEST RADIKALLER VE ANTIiOKSIDANLAR

2.5.1. Serbest Radikaller ve Reaktif Tiirlerin Tanimi

Serbest radikaller, dig orbitallerinde eslesmemis elektron tagiyan molekiiller veya
atomlar olarak tanimlanir ve bu yap1 nedeniyle yiliksek derecede reaktiftirler. Bu radikaller,
elektronlarin1 eslemek i¢in diger molekiillerden elektron alma veya verme egilimindedir.
Boylece hedef molekiillerin oksidasyonunu tetikleyerek biyolojik sistemlerde ciddi hasarlara

neden olabilirler (Phaniendra ve dig., 2015; Sies, 2020).

Canli organizmalarda serbest radikallerin en onemli kaynagi oksijendir. Oksijenin
metabolik islemler sirasinda cesitli radikal formlarima dontismesiyle olusan tiirlere reaktif
oksijen ¢esitleri (ROS), azot temelli tiirevlerine ise reaktif azot ¢esitleri (RNS) adi verilir. ROS,
stiperoksit radikali (O2¢), hidroksil radikali (¢*OH) ve hidrojen peroksiti (H202) gibi ¢esitli
tiirleri igerir. RNS’ler ise nitrik oksit (NO¢) ve peroksinitrit (ONOQO") gibi azot igeren radikalleri
ve reaktif tiirleri kapsar (Liguori ve dig., 2018; Forman ve Zhang, 2021).

2.5.2. Serbest Radikallerin Kaynaklari ve Olusum Mekanizmalari

Serbest radikaller endojen ve eksojen kaynaklardan olusabilir. Endojen kaynaklar;
hiicresel solunum zinciri, inflamatuvar siirecler, peroksizomal beta-oksidasyon reaksiyonlari,
prostaglandin sentezi, fagositoz, enzimatik reaksiyonlar (6rn. ksantin oksidaz aktivitesi) ve
iskemi/reperfiizyon siiregleri olarak siralanabilir (Nita ve Grzybowski, 2016). Bunlara ek
olarak, lipid peroksidasyonu siiregleri ve mitokondriyal elektron tagima zincirindeki kagak

elektron transferi, endojen radikal iiretiminin ana kaynaklaridir.

Eksojen kaynaklar arasinda ise kimyasal ajanlar, sigara ve alkol kullanimi, radyasyon,
cevresel kirleticiler, agir metaller ve bazi ilaglar bulunur (Sies ve Jones, 2020). Hiicresel
oksidatif stresin artmasinda, bu eksojen faktorlerin uzun siireli maruziyetleri kritik rol oynar

(Liguori ve dig., 2018).

2.5.3. Oksidatif Stres ve Hiicresel Etkileri
Organizmada serbest radikal iiretimi ile antioksidan savunma kapasitesi arasindaki

denge bozuldugunda ortaya ¢ikan durum oksidatif stres olarak adlandirilir (Sies, 2020). Bu stres
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durumu, biyomolekiillerde (protein, lipid, DNA ve karbonhidratlar) oksidatif hasara neden olur

ve hiicresel fonksiyonlarda bozulma ile sonuglanabilir.

Lipid peroksidasyonu, serbest radikallerin hiicresel membranlardaki ¢oklu doymamis
yag asitleri ile reaksiyona girmesi sonucu olusur ve zar biitlinligiiniin bozulmas: ile
sonuglanarak hiicre 6liimii ve doku hasarina neden olabilir (Ayala ve dig., 2014). Proteinlerin
karbonilasyonu ve DNA’nin oksidatif modifikasyonlar1 gibi siiregler ise hiicre i¢i sinyal
mekanizmalarini bozarak ¢esitli patolojilerin olusmasina zemin hazirlar (Forman ve Zhang,

2021).

Kronik oksidatif stres, kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, Alzheimer, Parkinson,
diyabet ve kronik inflamatuvar hastaliklar gibi bircok hastaligin patogenezinde rol

oynamaktadir (Liguori ve dig., 2018; Halliwell ve Gutteridge, 2022).

2.5.4. Antioksidan Savunma Sistemleri ve Mekanizmalari

Antioksidanlar, serbest radikallerin neden oldugu oksidatif hasari Onleyerek veya
azaltarak hiicresel yapilar1 koruyan maddelerdir. Antioksidan savunma mekanizmalari, serbest
radikallerin etkilerini en aza indirmede kritik rol oynarlar ve baslica iki gruba ayrilirlar:
enzimatik antioksidanlar ve enzimatik olmayan antioksidanlar (Birben ve dig., 2012; Kurutas,

2016).

Enzimatik antioksidanlar; siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT), glutatyon
bagimli enzimler (glutatyon peroksidaz-GPx, glutatyon rediiktaz-GR ve glutatyon-S-
transferaz-GST) gibi enzimleri igerir. Bu enzimler serbest radikalleri ve peroksitleri daha az
reaktif veya zararsiz bilesenlere doniistiirerek toksik etkilerini azaltirlar (Ighodaro ve Akinloye,

2018).

Enzimatik olmayan antioksidanlar; glutatyon (GSH), C vitamini (askorbik asit), E
vitamini (a-tokoferol), iirik asit, melatonin, karotenoidler (B-karoten) ve koenzim Q10
(ubikinon) gibi molekiilleri kapsar. Bu molekiiller, dogrudan radikal temizleyici veya zincir
kiric1 etkiler gostererek, serbest radikalleri notralize ederler (Nimse ve Pal, 2015; Forman ve

Zhang, 2021).
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Antioksidanlar, asagidaki mekanizmalar araciligiyla hiicreleri korurlar:

Serbest radikal olusumunu baslangi¢c asamasinda engelleme,
e Olusan radikallerin dogrudan nétralizasyonu veya etkisiz hale getirilmesi,
o Radikaller tarafindan olusturulan oksidatif hasarin tamiri ve yenilenmesi,

e Zincir reaksiyonlarinin ilerleyisinin engellenmesi ve ikinci dalga radikal olusumunun

Oonlenmesi,

e Hiicresel antioksidan savunma kapasitesinin artirilmasi (Kurutas, 2016; Forman ve

Zhang, 2021).

Sonug olarak, serbest radikaller ile antioksidan sistemler arasindaki hassas denge, hiicresel
biitiinliiglin ve fonksiyonlarin korunmasi agisindan temel 6neme sahiptir ve bu dengenin

bozulmasi ¢esitli patolojik durumlarin gelisimine yol agabilir.

2.5.5. Valproik Asidin Oksidatif Stres ve Antioksidan Sistem Uzerindeki Potansiyel
Etkileri

Valproik asidin c¢esitli terapotik etkilerinin yani sira, oksidatif stres ve antioksidan
sistem iizerinde de potansiyel etkileri bulunmaktadir. Baz1 arastirmalar, SVA'nin kendisinin
oksidatif stresi tetikleyebilecegini gostermektedir. Ornegin, SVA'nin beyin, bobrek ve
karaciger dokularinda oksidatif stresi ve inflamasyonu artirdig1, ancak kurkumin adli dogal bir
antioksidanin bu etkilere karst koruyucu olabilecegi ¢esitli arastirmacilar tarafindan

bildirilmistir (Turkyilmaz ve dig., 2021; Safdar ve Ismail, 2023; Terim Kapakin ve dig., 2024).

Ote yandan, SVA'!n histon deasetilaz (HDAC) inhibitdrii olarak islevi gdz Oniine
alindiginda, gen ekspresyonunu modiile ederek antioksidan savunma mekanizmalarini dolayl
olarak etkileyebilecegi de diisiiniilmektedir. HDAC inhibisyonu, antioksidan enzimlerin
ekspresyonunu artirabilir veya oksidatif stresle iliskili genlerin ekspresyonunu azaltabilir

(Ghodke-Puranik ve dig., 2013).

SVA'in kardiyovaskiiler sistem tizerindeki etkileri baglaminda, oksidatif stresin dnemli
bir rol oynadigr disiiniilmektedir. Kanser ilaglarimin kardiyotoksisitesi iizerine yapilan
aragtirmalar, ROS ve mitokondriyal hasarin kardiyotoksik epigenetik modifikasyonlara katkida

bulundugunu gostermektedir. SVA’nin da benzer mekanizmalarla kardiyak hiicreleri
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etkileyebilecegi one siirlilmektedir. Bazi in vitro ¢alismalar, SVA'nin metabolizma bagiml
sitotoksisitesinde ROS olusumunun rol oynadigin1 gostermistir (Du ve dig., 2018; Papazoglou

ve dig., 2021).

Ayrica, SVA'nin mitokondriyal fonksiyonu etkileyebilecegi ve bunun da ROS iiretimine
ve oksidatif strese katkida bulunabilecegi belirtilmektedir. Mitokondriyal disfonksiyon,
kardiyomiyosit ve endotel hiicre Oliimiine ve sonug¢ olarak kardiyovaskiiler fonksiyon

bozukluguna yol acabilir (Varga ve dig., 2015; Papazoglou ve dig., 2021).

Bazi aragtirmalar, SVA'nin miyokard enfarktiisii sonras1 kardiyoprotektif etkilerinin
olabilecegini One siirmektedir. Bu etkinin, HDAC inhibisyonu ve antioksidan yollarin
aktivasyonu yoluyla gerceklesebilecegi diisiiniilmektedir. Ornegin, SVA'nin miyokard
enfarktiisii sonrasi enfarkt boyutunu ve ventrikiiler fibrilasyon riskini azaltabilecegi

gosterilmistir (Tian ve dig., 2019; English ve dig., 2022; Genoves ve dig., 2022).

Ancak, SVA'nin oksidatif stres lizerindeki etkileri karmagiktir ve doza, tedavi siiresine
ve bireysel faktorlere bagl olarak degisebilir. Bu nedenle, SVA'nin kardiyovaskiiler sistem

iizerindeki etkilerini tam olarak anlamak i¢in daha fazla aragtirmaya ihtiya¢ vardir.

2.6. MORINGA OLEIFERA

2.6.1. Tanim, Ozelikleri ve Yetisme Alam

Moringa oleifera Lamarck (M. oleifera Lam.), neredeyse her parcasi farkli bir fayda
saglayan, bu yoOniiyle ticari degeri yiiksek olan, hizli biiyliyen ve kurakliga dayanikli, orta
boyutlu bir agac tiiriidiir. Moringaceae familyasina ait olan bu bitki, tiirlin en yaygin olarak

yetistirilen ve bilinen temsilcisidir.

Kuzey Hindistan’in alt-Himalaya bdlgesine 6zgii olan Moringa bitkisi, glinlimiizde
Hindistan, Pakistan, Nepal, Banglades, Vietnam, Tayland, Umman, Katar, Suudi Arabistan,
Birlesik Arap Emirlikleri, iran, Etiyopya, Kenya, Nijerya, Senegal, Sudan, Uganda ve daha
birgok tropikal ve subtropikal bolgede yaygin olarak yetistirilmektedir (Jikah ve Edo, 2023).
Kurakliga toleransi yiiksek olan bu bitki, diisiik su gereksinimi ve hizli biiyiime 6zelligi

sayesinde 6zellikle tropikal bolgelerde basariyla yetistirilmektedir (Jikah ve Edo, 2023).

Bitkinin yapraklari, ¢igekleri, meyveleri, tohumlari, kdkleri ve kabuklar1 dahil olmak

iizere tiim kisimlari tibbi ve beslenme amagli kullanilmakta; kalp-dolasim sistemi uyaricisi, ates
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diistirticii, timor Onleyici, iltihap giderici, epilepsi karsiti, ditiretik, iilser onleyici, spazm
¢oziicll, tansiyon diizenleyici, kolesterol diisiiriicii, antidiyabetik, antioksidan, antibakteriyel ve
hepatoprotektif etkiler gostermektedir. Geleneksel tip sistemlerinde bu etkiler dogrultusunda

yaygin bir sekilde degerlendirilmektedir (Alam ve dig., 2023).

Moringa oleiferamim yapraklar, yliksek besin degerine sahip olup metiyonin, izolosin,
lizin, valin ve treonin gibi temel amino asitleri igerir (Jikah ve Edo, 2023). Ayrica, bu yapraklar
alkaloidler, karotenoidler, flavonoidler, polifenoller, fenolik asitler, tanenler, saponinler ve
vitaminler gibi cesitli fitokimyasallar agisindan oldukga zengindir. Ozellikle A ve C vitamini,
beta-karoten, klorojenik asit, kaempferol ve kuersetin gibi antioksidan bilesenlerin yogunlugu,
bitkiye gii¢lii antioksidan ve antiinflamatuar 6zellikler kazandirmaktadir (Abdel Shakour ve
dig., 2023; Alam ve dig., 2023). Kaempferol ve kuersetin, Moringa yapraklarinda en bol
bulunan flavonoller arasinda yer almakta olup, farkli seker gruplarina bagl glikozit tiirevleri

seklinde bulunurlar (Abdel Shakour ve dig., 2023).

Bu bitkiden elde edilen ekstrelerin; karaciger koruyucu, néroprotektif, yaslanma karsiti
ve antikanser potansiyel tagidig1 pek ¢ok farmakolojik ¢alismayla ortaya konmustur (Azeem ve
dig., 2023; Pareek ve dig., 2023). Ozellikle epilepsi iizerine yapilan hayvan deneyleri, Moringa
Ozlerinin nobetleri azalttigini, bu etkinin ise stres kaynakli pro-inflamatuar belirtegleri
baskilamasi1 ve anti-inflamatuar belirtegleri artirmasiyla gerceklestigini gostermistir (Fayez ve

dig., 2023).

Botanik ac¢idan bakildiginda, Moringa oleifera ekimden sonraki alt1 ay i¢inde ¢icek
acmaya baslar. Cigekleri yaklasik 2 cm genisliginde ve 1.5 cm uzunlugundadir. Ug kenarli
kahverengi kapsiil bigimindeki meyveleri 2045 cm uzunlugunda olup, iglerinde ¢ap1 yaklasik
1 cm olan koyu kahverengi tohumlar tagir. Bu tohumlarin {izerinde bulunan beyaz, ince kanatlar
polinasyon ve tohum dagiliminda etkin rol oynar. En yiiksek ¢cimlenme oranina dogrudan fide
yontemiyle ulasilir (Arif ve dig., 2023). Bitkiden elde edilen 22 farkli yag asidinin biiyiik
cogunlugunu doymamais yag asitleri olusturmaktadir (Abdel Shakour ve dig., 2023).

Tiim bu yonleriyle Moringa oleifera, hem geleneksel tipta hem de modern farmasoétik
uygulamalarda ¢ok yonlii kullanimi olan, degerli bir bitki olarak kabul edilmektedir. Ozellikle
biyoaktif bilesen icerigi agisindan zengin olusu, onu kiiresel Olcekte “sifa veren agag”

konumuna tagimaktadir (Wang ve dig., 2022; Pareek ve dig., 2023).
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2.6.2. Moringa oleifera’min Besinsel Bilesimi ve Tedavi Edici Kullanimi

Moringa oleifera, yliksek besinsel degeri ve farmakolojik potansiyeli ile yalnizca
geleneksel tipta degil, modern bilimsel arastirmalarda da genis bir uygulama alani bulan ¢ok
islevli bir bitkidir (Omotoso ve dig., 2018). Kurakliga dayaniklilig, hizli biiylime kapasitesi ve
hemen her pargasinin faydali olmasi sayesinde diinya genelinde yaygin sekilde kiiltive
edilmektedir (Falowo ve dig., 2018). Besin 6geleri bakimindan zengin olan bu bitki, basta A,
B1, B2, B3, C ve E vitaminleri olmak iizere birgok temel vitaminin yani sira, Na, Ca, K, Mg, Fe,
Ni, Mn, Zn ve Co gibi 6nemli mineraller acisindan da yliksek degerlere sahiptir (Abd-Elhakim,
2018; Omotoso ve dig., 2018). Bu 6zellikleriyle Moringa oleifera, “mucize agag¢” veya “her
derde deva bitki” olarak adlandirilmaktadir (Badwaik ve dig., 2020).

Yapraklari basta olmak iizere; tohumlari, tohum kabuklari, kabugu, kokii ve cigekleri
dahil olmak {iizere bitkinin pek ¢ok kismi tibbi ve fonksiyonel amaglarla kullanilmaktadir.
Yapilan analizler, bu bitkinin flavonoidler (kuersetin, kaempferol, luteolin, apigenin, mirisetin),
fenolik asitler (klorojenik, gallik, kafeik, ferulik, p-kumarik, o-kumarik), saponinler, tanenler,
alkaloidler, antrakinonlar, niazimisin, moringin, triterpenoidler, steroidler ve indirgen sekerler
gibi ¢ok sayida biyoaktif bilesen icerdigini ortaya koymustur. Ayrica askorbik asit, karoten,
tokoferol, oksalik asit gibi giiclii antioksidanlar da bitkinin farmakolojik etkilerinin temelini

olusturmaktadir (Abd-Elhakim, 2018; Guillén-Roman, 2018; Omotoso ve dig., 2018).

Moringa oleifera yapraklarinin toplam fenolik bilesik igerigi 118 mg/g olarak
belirlenmis olup, antioksidan kapasitesi 0.636 pmol Trolox/mg diizeyindedir. Bu yiiksek
antioksidan potansiyel, hiicre zarinda oksidatif strese bagli olusabilecek hasarlarin 6nlenmesine
katk1 saglar (Omotoso ve dig., 2018). Bitkinin serbest radikalleri etkisiz hale getirme kapasitesi,
antioksidan enzimlerin (katalaz, siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz vb.) aktivasyonunu
destekleyerek, malondialdehit (MDA) diizeylerinde azalma saglar ve lipid peroksidasyonunu
sinirlar (Arif ve dig., 2023).

Bu bitkinin fonksiyonel faydalari yalnizca oksidatif stresle sinirli degildir; yapilan
deneysel calismalar, Moringa oleifera yaprak ekstraktlarinin GABA benzeri ndrotransmitter
etki gostererek epileptik ve anksiyete temelli semptomlarin hafifletilmesinde etkili
olabilecegini gostermistir (Fayez ve dig., 2023). Ayrica, fenolik yapidaki antioksidanlarin

merkezi sinir sistemi lizerinde ndroprotektif etkiler yarattig1 ve Alzheimer ya da Parkinson gibi
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norodejeneratif hastaliklarda potansiyel tedavi ajani1 olarak degerlendirilebilecegi One

stiriilmektedir (Pareek ve dig., 2023).

Moringa oleifera yaprak tozu, HIV pozitif bireylerde bagisiklik fonksiyonlarini
destekleyici etki gostermesi nedeniyle takviye edici gida olarak degerlendirilmektedir
(Omotoso ve dig., 2018; Abd-Elhakim, 2018). Ayrica yaprak tozunun hayvan beslenmesinde
ginlik kuru madde tiiketiminin %35’ini asmayacak sekilde kullanildiginda; biiyiime
performansi, yem doniisiim verimliligi ve genel saglik gostergelerinde iyilesme sagladigi rapor
edilmistir (Falowo ve dig., 2018). Besin degeri yoniinden zengin olan yapraklar, ayn1 zamanda
1spanaktaki demirin 25, muzda bulunan potasyumun 15, yogurttaki proteinin 9 ve siitteki

kalsiyumun 17 katina kadar mineral igerigi barindirmaktadir (Gharsallah ve dig., 2023).

Farmasotik uygulamalar bakimindan degerlendirildiginde, Moringa oleifera'nin
antikanser, antitiimor, antihipertansif, antimikrobiyal, antifungal, anti-inflamatuar, antiiilser,
antidiyabetik, ditiretik, kolesterol diisiiriicii ve hepatoprotektif etkileri bilimsel ¢aligmalarla
desteklenmistir (Falowo ve dig., 2018; Omotoso ve dig., 2018; Abdel Shakour ve dig., 2023).
Ozellikle yaprak oziitlerinde bulunan kuersetin, kaempferol ve karbamatlarin cesitli kanser
hiicreleri iizerinde sitotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir (Khor ve dig., 2018; Khan ve dig.,
2020; Pappas ve dig., 2021).

Bitki ayrica hipoglisemik etkilere sahiptir ve bu etkiler, a-amilaz ve o-glukozidaz
enzimlerinin inhibisyonu, bagirsaklardaki glukoz emiliminin azaltilmasi, hepatik
glukoneojenezin baskilanmasi ve insiilin sekresyonunda artis ile aciklanabilmektedir (Ahmad

ve dig., 2019; Krawczyk ve dig., 2022).

Tarim ve ¢evre miihendisligi alanlarinda da 6n plana ¢ikan Moringa oleifera, dogal bir
pihtilastirict olarak atik su aritiminda kullanilmaktadir. Tohumlar, kabuklar ve yapraklardan
elde edilen sulu ¢ozeltiler, gol ve sizint1 sularindaki agir metallerin biyosorpsiyon yoluyla
uzaklastirilmasinda etkilidir (Ogundiran ve dig., 2018; Villasefior-Basulto ve dig., 2018). Bu
ozelligi, bitkide dogal olarak bulunan spesifik fonksiyonel bdolgelerin metal iyonlariyla

etkilesimi sayesinde ortaya ¢ikmaktadir.

Moringa’nin ugucu yaglar1 ve glukozinolat icerigi de dikkate degerdir. Ozellikle
tohumlarda bulunan 4-a-ramnopiranoziloksi-benzil glukozinolat (GLC), antikanser,

antiinflamatuar ve hipoglisemik etkilere sahip olup, bu bilesenler gida, ilag ve nutrasotik
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endiistrilerde fonksiyonel iiriin gelistirme acisindan &nem tasimaktadir. islenmis gidalara
Moringa eklenmesi, besin igerigini artirmanin yani sira, Uriiniin raf omriinii ve oksidatif

stabilitesini de olumlu yonde etkileyebilmektedir (Falowo ve dig., 2018).

Sonug olarak, Moringa oleifera, besin Ogeleri, antioksidan kapasitesi ve terapdtik
etkileri bakimindan olaganiistii bir profile sahiptir. Genis biyolojik aktivite yelpazesi, onu hem
gida takviyesi hem de farmasdtik ajan olarak umut vaat eden bir dogal kaynak haline

getirmektedir.



17

3. YONTEM

3.1. DENEYLERDE KULLANILAN CIHAZLAR

Bu tez ¢alismasinda Biyokimya Ana Bilim Dali’na ait cihazlar kullanilmistir.

3.2. DENEYLERDE KULLANILAN KIMYASAL MADDELER

Calismamizda kullanilan kimyasal maddelerin ve ¢oziiciilerin hepsi, >99.0 saflikta olup

Merck ve Sigma firmalar1 tercih edilmistir.

3.3. MORINGA OLEIFERA BIiTKiSiNiN TOPLANMASI VE HAZIRLANMASI

Moringa bitkisinin herbarium numaras1t UDUS/VS/2011/31 olarak Usmanu Danfodiyo
Universitesi Sokoto Biyolojik Birimler Boliimii Botanik Birimi’nden Taksonomi uzmani Dr.

Umar Abdullahi tarafindan tanimlanmaistir.

Uygun kurutma igleminden gecirildikten sonra taze yapraklar toz haline getirildi. Toz
haline getirilen numuneler, Soxhlet cihazinda %70’lik etanol yardimiyla ekstrakte edildi (10 g
toz numune/150 mL ¢dziicii). Ekstraksiyon sonrasinda ¢dziicli evapore edildi. Tartilan ham

ekstre, ependorf tiiplerine aktarilarak -20 °C’de muhafaza edildi.

3.4. DENEYSEL TASARIM

Tez galismasi icin gerekli etik kurul izni, Marmara Universitesi Deney Hayvanlar1 Yerel
Etik Kurulu’'nun “14.05.2024 tarih ve 28.2024mar numarali” Kkarar1 ile almmustir.
Calismamizda kullanilan 46 adet disi Sprague-Dawley si¢anlarin deneysel olarak dagilimi su

sekilde yapilmistir:
Grup I : Kontrol grubu (n=8)
Grup II : Moringa ekstresi verilen grup (n=15)

Grup III: SVA uygulanan grup (n=8)
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Grup IV: SVA+Moringa ektresi verilen grup (n= 15)

Kontrol grubunu olusturan deney hayvanlarina, oral yolla serum fizyolojik ¢ozeltisi
verilmistir. Moringa ektresi, serum fizyolojik ile ¢6ziilmiis olup 300 mg/kg doz olacak sekilde
hayvanlara gavaj yolu ile verilmistir. SVA, serum fizyolojik i¢inde ¢oziilmiis olup, deney
hayvanlarma 500 mg/kg doz olacak sekilde oral yolla verilmistir. SVA+Moringa esktresi
verilen grupta ise ayn1 doz ve siirede SVA ve bitki ekstresi uygulanmistir. Deneysel prosediir
15 gilin boyunca uygulandi ve bir gece a¢ birakilan tiim deney hayvanlar1 16. giinde uygun
anestezi kosullar1 altinda sakrifiye edilmistir. Bu islemden sonra alinan kalp dokular1 serum
fizyolojik ¢ozeltisi icinde muhafaza edildi ve -20 °C’de deneylerin yapilacag: giine kadar

saklanda.

3.5. BIYOKIMYASAL DENEYLER

Kalp dokular1 tartildi ve serum fizyolojik ¢ozeltisi yardimiyla %10 (w/v)
konsantrasyonunda olacak sekilde buz i¢inde homojenize edildi. Elde edilen homojenizatlar,
10000 rpm’de 10 dakika boyunca sogutmali santrifiij cihazinda (+4 °C’de) santrifiij edildi. Elde

edilen siipernatantlarda cesitli biyokimyasal analizler yapildi.

3.5.1. Kalp Dokusunda Glutatyon (GSH) Miktar Tayini
GSH miktar1 tayini, Beutler (1975) metoduna gore tayin edildi. Bu yonteme gore, 5,5'-
ditiyobis - (2-nitro benzoik asid), siilfidril gruplar ile sar1 renkli {iriin olusturmaktadir. Olusan

uriniin absorbansi 412 nm’de okunmaktadir.
Kullanilan Cozeltiler:

Kalp dokusunda GSH miktar tayininde kullanilan ayiraglar Beutler (1975)’ in

yontemine gore hazirlanarak denemelerde kullanildi.
Deneyin Yapilis::

0.2 mL doku homojenizati tizerine 0.3 mL ¢oktiirme ¢ozeltisi ilave edildi, karigtirildi ve
5 dakika 3000 rpm’de santrifiije edildi. Elde edilen siipernatantlardan 0.2 mL alind1 ve iizerine
0.8 mL 0.3 M Na;HPOj4 ¢ozeltisi ile 0.1 mL belirtme reaktifi ilave edildi. Kor ve standart
tiiplerine, distile su ve caligma standardi ¢ozeltisi konuldu ve diger c¢ozeltiler de ayni

miktarlarda eklendi. Tiim tiipler, karistirildi ve 5 dakika boyunca oda sicakliginda beklendi.
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Ornek ve standart tiiplerin absorbanslari, kér tiipiine kars1 412 nm’de spektrofotometrede

olciildii.
Glutatyon Miktar1 (nmol GSH/mg protein ) = (Nabs/Stabs) X [(2.5 x Cs )/307.3] x 105/ P
P = Doku protein miktar1 (%mg).

3.5.2. Kalp Dokusunda fleri Okside Protein Uriinleri (AOPP) Miktar Tayini

AOPP miktarlari, Witko-Sarsat ve dig. (1996) tarafindan gelistirilen metoduna gore
belirlendi. Oksidatif stres sonucunda, proteinlerde bulunan 6zelikle tirozin amino asidi ditirozin
yapisina doniisilir. Bu durum sonucunda, proteinlerin yapisinda degisiklikler meydana getirir ve

protein agregasyonlart meydana gelir.
Kullanilan Cozeltiler:

Kalp dokusunda AOPP tayininde kullanilan ¢ozeltiler, Witko-Sarsat ve dig. (1996)
tarafindan gelistirilen yontemde belirtildigi gibi hazirlandu.

Tayin yontemi:

Kor tiiptine, 2000 pL. tampon ¢ozeltisi ve 100 pL. KI ¢ozeltisi eklenmistir. Numune
kiivetine ise, 1600 pL tampon ¢ozeltisi, 400 uL seyreltik doku homojenizatt ve 100 pL KI
cozeltisi ilave edilmistir. Hazirlanan ¢ozeltiler karistirildi ve karanlikta 2 dakika beklendi.
Bekleme siiresinin sonunda tiim tiiplere 200 pL derisik asetik asit eklenerek karistirildi ve
tiiplerin absorbanslari, kore karsi spektrofotometrede 340 nm dalga boyunda 6l¢iildii. Kalp
dokusundaki AOPP miktar1 su formiile gére hesaplandi:

AOPP Miktar1 = ((Naps/261) x (Toplam hacim/Numune hacmi) x f) / mg protein

3.5.3. Kalp Dokusunda Total Antioksidan Seviyeleri (TAS) Miktar Tayini
TAS tayini Erel (2004) yontemine goére yapildi. Bu metotta TAS miktari, asetat
tamponunda, H>O> ve ABTS igeren reaktifinin absorbansinin 630 nm’de ELISA okuyucuda

okunmasi ile belirlenir.
Kullanilan Cozeltiler:

Kalp dokusunda TAS tayininde Erel (2004)’in yontemine gore hazirlandu.
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Deneyin Yapilis::

Kor, numune ve standart olmak iizere ii¢ deney tiipli hazirlandi. Tiim tiiplere, pH’s15.8’¢
ayarlanmis 0.4 M sodyum asetat tamponundan 200 pL eklendi. Kor tiipe 5 pL serum fizyolojik,
numune tlipline 5 pL doku homojenat1 ve standart tiipe 5 uL. Trolox (3 mM fosfat tamponu
icerisinde hazirlanmis) ¢ozeltisi ilave edildi. Her tiipe, reaktif 2 olarak tanimlanan ve 30 mM
asetat tamponunda 2 mM H:0: ile 10 mM ABTS ¢oziilerek, bu ¢ozeltiden alinan 204 pl’lik
kismin pH’s1 7.4 olan 3 mM fosfat tamponu ile 10 mL’ye tamamlanmasiyla elde edilen
reaktiften 20 pL eklendi. Ardindan tiipler 37°C’de 10 dakika inkiibe edildi ve absorbans
degerleri 660 nm’de spektrofotometrik olarak 6l¢iildii. Kor tiipiin absorbansi 0 mM referans
degeri olarak kabul edilerek diger absorbanslardan ¢ikarildi. TAS konsantrasyonu, standart egri

denklemi kullanilarak hesapland.

3.5.4. Kalp Dokusunda Total Oksidan Seviyeleri Miktar Tayini
Kalp dokusunda toplam oksidan miktar (TOS) tayini, Erel (2005)’ in yontemine gore
yapildi. Bu metodda TOS miktari, ksilenol oranj reaktifi, ferr6z (ferro amonyum stilfat) iyonu

ve o-dianisidin kullanilarak tayin edildi.
Kullanilan Cozeltiler:

Deneyde kullanilan ¢ozeltiler referans olarak kullanilan kaynakta belirtildigi gibi

hazirlanarak TOS miktar tayininde kullanildi.
Deneyin Yapilis::

Analiz i¢in kor, numune ve standart olmak iizere ii¢ deney tiipti hazirlandi. Tiim tiiplere,
pH’s1 1.75’e ayarlanmis ve ksilenol oranj ile NaCl’nin H2.SOs igerisinde ¢dziilmesinden sonra
gliserol ile son hacme tamamlanarak hazirlanan 225 pL’lik reaktif eklendi. Kor tiipe 35 pL
serum fizyolojik, numune tiipiine 35 pL doku homojenat1 ve standart tiipe 35 pL H-O- standard1
ilave edildi. Ardindan her tiipe, 5 mM ferrdz iyonu ve 10 mM o-dianisidinin 25 mM siilfiirik
asit iginde ¢oziilmesiyle hazirlanan reaktif 2’den 11 pL eklendi. Sonrasinda tiipler 37°C’de 10
dakika inkiibe edildi ve reaksiyonun ardindan olusan absorbans degerleri, kor tiipe karsi 660

nm’de aninda ELISA okuyucu cihazinda okundu.

TOS miktar: = [Numaps/Stdaps] X Std konsantrasyonu
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Numaps = Numunenin absorbans degeri
Stdans = Standartin absorbans degeri
Std konsantrasyonu = Standardin konsantrasyonu

3.5.5. Kalp Dokusunda Reaktif Oksijen Tiirleri Miktar Tayini

Kalp dokusundaki reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) diizeyi, Zhang ve dig. (2018)
gelistirdigi yonteme gore belirlendi. Bu yontemde ROS miktarinin tayininde, HEPES (4-(2-
hidroksietil)-1-piperazinetansiilfonik asit) tamponu igerisinde ¢oziilmiis 2',7'-diklorofloresin

diasetat (DCF) bilesigi kullanilarak 6l¢iim gergeklestirilmistir.
Kullanilan Cozeltiler:

Kalp dokusunda reaktif oksijen tiirleri (ROS) tayininde kullanilan ayiraglar Zhang ve

dig. (2018)’nin yontemine gore hazirlanarak denemelerde kullanildi.
Deneyin Yapilis::

Deney tiiplerinden bir tanesi kor digeri numune olarak numaralandirildi. Kor tiipiine 5
uL serum fizyolojik, numune tiipiine 5 pL. homojenat eklendi. Daha sonra tiim tiiplere sirasi ile
55 uLL HEPES tamponu (pH 7.25), ve 90 uL 20 uM DCF ¢ozeltisinden ilave edildi. 37°C'de 5
dakika karanlikta inkiibe edildikten sonra ekstiksiyon 480 nm; emisyon 535 nm olarak
ayarland1 ve 0. dakikada spektrofluorometre ile 6l¢iim yapildi. Ayni sartlarda 30 dakika sonra
tekrar O0l¢iim yapildiktan sonra agagidaki formiile gére ROS miktar1 hesapland.

ROS = ARFU/(mg protein/mL)
ARFU= 0. ve 30. dakika arasindaki floresans farki

3.5.6. Kalp Dokusunda Katalaz Aktivitesi Tayini

Kalp dokusundaki katalaz (CAT) aktivitesi, Aebi’nin (1984) tanimladigi metoda gore
belirlendi. Bu yontem, CAT enziminin hidrojen peroksidi (H20:) suya doniistiirmesi sirasinda
meydana gelen H20: azalmasinin, 240 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak izlenmesine

dayanir.
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Kullanilan Cozeltiler:
Cozeltiler Aebi (1984) yontemine gore hazirlanarak denemelerde kullanildi.
Deneyin Yapilis::

Kor tiiptine 0.5 mL %0.9 NaCl, numune tiipline 0.5 mL doku homojenat: ilave edildi.
Daha sonra her iki tiipe de 2 mL 30 mM H>O> ilave edildikten sonra numunenin sifirici ve

birinci dakikada 240 nm’de spektrofotometrede absorbans degerleri kore karst 6l¢iildii.
Kalp dokusundaki CAT aktivitesi asagida belirtilen formiil yardimi ile hesaplandi.

CAT Aktivitesi (U/mg protein) =(AOD/0.0436 x Toplam hacim/Ornek hacmi)/mg protein
AOD= 0. ve 1. dakika arasindaki absorbans farki

3.5.7. Kalp Dokusunda Siiperoksit Dismutaz (SOD) Tayini

SOD aktivitesi, Mylroie ve dig. (1986) gelistirdigi yontem dogrultusunda belirlendi. Bu
yontemde, riboflavinin floresan 151k altinda siiperoksit radikali liretmesi saglanir; olusan
siiperoksit radikalleri ise ortamda bulunan enzim tarafindan H:0.’e doniistiiriiliir. Olusan
H20:>’nin, o-dianisidin ile reaksiyona girmesi sonucu meydana gelen renkli iiriiniin 460 nm’deki

absorbansi spektrofotometrik olarak 6l¢iilerek enzim aktivitesi hesaplanir.
Kullanilan Cozeltiler:

SOD aktivitesi tayininde Mylroie ve dig. (1986)’lerinin ¢alismalarinda belirttikleri

sekilde hazirlanan reaktifler kullanildu.
Deneyin yapihisi:

Kalp dokusunda SOD aktivitesi tayininde tiipler kor, numune ve standart olarak
adlandirildi. EDTA igceren 50 mM fosfat tamponundan (pH 7.8) kor tiipiine 2.7 mL, diger
tiiplere 2.6 mL ilave edildi. 6 mM lik o-dianisidin ¢6zeltisinden tiim tiiplere 0.1 mL ilave edildi.
Doku homojenatindan numune tiipiine 0.1 mL, standart tiipline de 0.1 mL standart ilave
edildikten sonra biitlin tliplere riboflavin ¢dzeltisiden (0.2 mM) ilave edildi. Tiiplerin
absorbansi, kore karsi 460 nm'de okundu. Sonra ultraviyole (UV) 1s1k ortaminda 8 dakika

boyunca bekletildi. Tiiplerin absorbansi, kore karsi yeniden okundu. ilk ve son absorbans
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farklar1 alind1. Orneklerdeki SOD aktivitesi, enzim standardi kullanarak cizilen grafik yardimi

ile U/mg cinsinden hesaplandi.

3.5.8. Kalp Dokusunda Glutatyon Peroksidaz (GPx) Aktivite Tayini

GPx aktivitesi, Wendel’in (1981) tanimladig1 yonteme gore belirlendi. Bu yontemde,
GPx enzimi GSH’1, H20: varliginda yiikseltgenmis glutatyon (GSSG) formuna doniistiiriir.
Olusan GSSG, NADPH+H"’in NADP*’a oksidasyonu esliginde yeniden GSH’a indirgenir. Bu
stiregte  NADPH+H"in oksidasyonuna bagli olarak absorbans degerindeki azalma,

spektrofotometrik olarak izlenerek enzim aktivitesi tayin edildi.
Kullanilan Cozeltiler:

Denemede kullanilan ¢ozeltiler kaynakta belirtildigi gibi hazirlandi (Wendel, 1981).
Deneyin Yapilisi:

Numune tiipiine 400 pL, kor tiiptine 600 pL 0.25 M pH 7.0 fosfat tamponu ilave edildi.
Numune tiipiine 200 pL. homojenat eklendikten sonra her iki tiipe sirasiyla 10 mM GSH, 2.5
mM NADPH, 6 U/L glutatyon rediiktaz ve 12 mM H>0> ¢ozeltisinden 100 pL ilave edildi.

Kor ve numunelere substrat ilave edildikten sonra karistirilan karigimda baslayan
reaksiyonun absorbans degerlerindeki azalma 366 nm’de dakikada bir okundu. Bu islem 5

dakika boyunca yapildi. GPx aktivitesi su sekilde hesapland.

GPx Aktivitesi (U/g protein) = [(AOD/dk) /6.22 x 10° x (Toplam hacim/Ornek hacmi)] / g

protein
AOD: i1k ve son okumalar arasindaki absorbans farklari
Molar ekstinksiyon kat sayis1 (mM): 6.22

3.5.9. Kalp Dokusunda Glutatyon-S-Transferaz (GST) Aktivitesi Tayini
GST aktivitesi, Habig ve Jakoby (1981) metoduna gore belirlendi. Yontem, GST
varliginda, GSH ve 1-kloro-2,4-dinitrobenzenin konjugasyonu sonucu olusan glutatyon-2,4-

dinitrobenzen isimli {iriiniin absorbansinin 340 nm’de dl¢iilmesi esasina dayanir.
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GST aktivitesi tayininde kullanilan ¢ozeltiler:

Deneyde kullanilan ¢ozeltiler, Habig ve Jakoby (1981) tarafindan gelistirilen metodda
belirtildigi gibi hazirlandi.

Tayin Yontemi :

Kor tiipiine 0.1 mL destile su ve drnek tiiplerine de 0.1 mL doku homojenizatlarindan
konuldu. Tiim tiiplere 0.3 mL GST tamponu, 10 pLL. GSH ve 10 uL CDNB ilave edildikten
sonra son hacim 0.6 mL’ye destile su ile tamamlandi. 0. ve 3. dakikalardaki absorbanslar, 340

nm’de 6lciildii. Orneklerdeki GST aktivitesi su sekilde hesaplandi:
GST Aktivitesi (U/mg protein) = [AOD/dk] x 0.625/mg protein
AOD : Ik 6l¢iim ve son 8l¢iim arasindaki absorbans degisimi

3.5.10. Kalp Dokusunda Gama Glutamil Transferaz (GGT) Aktivitesi Tayini
GGT enzim aktivite tayini, Szasz (1969) metoduna gore tayin edildi. Reaksiyon

sonucunda olusan p-nitroanilin i¢in elde edilen absorbans, 405 nm’de dlg¢iiliir.
Kullanilan Cozeltiler :

Deneyde kullanilan ¢ozeltiler, Szasz (1969) metodunda belirtildigi sekilde hazirland.
Deneyin Yapilist :

Kor ve numune tiipiine 0.8 mL substrat ¢ozeltisi konulur. Kor tiipiine 0.2 mL destile su,
ornek tlipine de 0.2 mL homojenizat ilave edilir. 37 C’de 10 dakika inkiibasyon yapilir ve
ardindan biitiin tiiplere 1 mL %25 TCA ilave edilir. 5 dakika santrifiij edilen tiiplerin {ist

fazlarinin absorbanslari, 405 nm’de 3 dakika boyunca spektrofotometrik olarak 6l¢iildii.
GGT aktivitesi su formiile gore hesaplanir :
GGT (U/g protein) = (AODx 1111)/g protein

3.5.11. Kalp Dokusunda Aspartat Amino Transferaz (Glutamat Oksal Asetat
Transaminaz, AST/GOT) Aktivitesi Tayini

Dokuda GOT aktivitesi, Reitman ve Frankel (1974) tarafindan gelistirilen metoda gore

tayin edildi. GOT, L-aspartik asit ve a.-ketoglutarik asit reaksiyonu sonucunda, oksal asetik asit
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ve L-glutamik asit olusturur. Olusan oksal asetik asit, 2,4-dinitrofenilhidrazin ile alkali ortamda

renkli tiriin olusturur. Bu iiriiniin absorbansi, 546 nm’de spektrofotometrik olarak okunur.
Kullanilan Cozeltiler:

Deneyde kullanilan ¢ozeltiler, Reitman ve Frankel (1974) yonteminden belirtildigi gibi

hazirland.
Deneyin Yapilis::

0.02 mL 6rnek tizerine 0.1 mL GOT tamponu ilave edildi ve tiipler 37 C’de 1 saat
boyunca inkiibe edildi. Ortama 0.1 mL kromojen ¢ozeltisi ilave edilerek reaksiyon durduruldu.
20 dakika oda sicakliginda yapilan bekletme sonrasi, ortama 1 mL 0.4 N NaOH ilave edildi.
Olusan renkli iiriiniin absorbans1 546 nm’de okundu. Sodyum piruvat kullanilarak olusturulan
standart egri grafigi {izerinden enzim aktivitesi hesaplandi ve sonuglar U/g protein olarak

verildi.

3.5.12. Kalp Dokusunda Miyeloperoksidaz (MPO) Aktivitesi Tayini
MPO aktivitesi, Wei ve Frankel (1991) yontemi kullanilarak tayin edildi.

Kullanilan Cozeltiler:

Kalp dokusunda MPO aktivitesinin tayininde kullanilan ¢ozeltiler Wei ve Frankel

(1991) yontemine gore hazirlandu.
Deneyin Yapilis::

Doku homojenizasyonu sirasinda %0.5 oraninda hekzadesiltrimetil amonyum bromiir
(HETAB) kullanildi. Homojenatlar, +4°C’de 30 dakika boyunca 3500 rpm’de santrifiijlenerek
MPO aktivitesinin tayininde kullanilacak siipernatant elde edildi. Deney i¢in kor ve numune
olmak tizere iki ayr1 tiip hazirlandi. Her iki tiipe de 1.3 mL’lik 25 mM 4-aminoantipirin ve 20
mM fenol igeren ¢ozelti eklendi. Cozeltiler karistirildiktan sonra her tiipe 1.5 mL’lik 1.7 mM
H20: ¢ozeltisi ilave edildi. Ardindan tiipler 4 dakika boyunca vorteks ile karigtirildi; numune
tiipiine 0.3 mL siipernatant, kor tlipline ise ayn1 hacimde distile su eklendi. Absorbans dl¢timleri
510 nm’de 5 dakika boyunca gerceklestirildi. MPO aktivitesi, asagida belirtilen formiile gore
hesaplandi:
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MPO Aktivitesi (U/g doku) = [AOD/dk]x(0.605)/g doku
AOD = [lk ve son okumalar arasindaki absorbans farklari

3.5.13. Kalp Dokusunda Ksantin Oksidaz (XO) Aktivitesi Tayini
Dokudaki XO aktivitesi, Corte ve Stirpe (1968) metoduna gore belirlendi. Enzim,
ksantinin iirikk aside doniisiimiinii katalizler. Olusan {iriiniin absorbans degeri,

spektrofotometrede 286 nm dalga boyunda o6l¢tildii.
Kullanilan Cozeltiler :

Deneyde kullanilan ¢ozeltiler, literatiirde belirtildigi sekilde hazirlandi.
Tayin yontemi :

Dokuda XO aktivitesinin belirlenmesi i¢in kor tlipline, 880 pL fosfat tamponu + 33 uL
EDTA + 33 pL ksantin, deney tiipiine, 10 pL doku homojenati + 870 pL fosfat tampon ¢ozeltisi
+ 33 uL EDTA c¢ozeltisi + 33 pL ksantin ¢ozeltisi ilave edildi. Tiiplerin sifirinct zaman
absorbanslar1 286 nm’de kore kars1 okundu. Tiipler, 10 dakika boyunca 24 °C’lik su banyosunda
bekletildi ve absorbanslar tekrardan 6l¢iildii. XO aktivitesi su sekilde hesaplandi.

XO Aktivitesi (U/mg protein) = [(AOD / dk] / mg protein

3.5.14. Kalp Dokusunda Nitrik Oksit Miktar Tayini

Kalp dokusunda nitrik oksit (NO) tayini Miranda ve dig. (2001)’lerinin yontemine gore
yapildi. Bu metodda NO miktari, vanadyum kloriir (III) (VCl3), siilfanilamit ve N-(1-naftil)-
etilendiamin dihidrokloriir (NEDD) kullanilarak hesaplandi. Nitritle siilfanilamidin, asidik
ortamda NEDD ile reaksiyonu sonucu meydana gelen diazonyum bilesiginin olusturdugu

rengin 540 nm’de spektrofotometrede okunmasi esasina dayanur.
Kullanilan Cozeltiler:

Kalp dokusunda NO tayininde Miranda ve dig., (2001) yontemlerinde belirttikleri

sekilde hazirlanan reaktifler denemelerde kullanildi.
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Deneyin Yapilis::

Bu denemede kullanilan doku homojenizati serum fizyolojik ile %10'luk olacak sekilde
homojenize edildikten sonra, +4°C'de 10 dakika, 4000 rpm'de santrifiije edilerek hazirlandi. Bu
sekilde elde edilen siipernetanttan 0.45 mL alindi {izerine 0.45 mL 0.3 M NaOH ilave edildi,
karistirldi ve 5 dakika beklendi. Uzerine %10’luk ZnSOs ilave edildi ve tiipler vortekslendi.
Ardindan +4°C'de 5 dakika 14000 rpm'de santrifiije edildi. Elde edilen {ist faz kullanarak
dokulardaki NO miktari tayin edildi.

Deney tiiplerinden bir tanesi kor digeri numune olarak numaralandirildi. Kor tiipiine 0.6
mL distile su, numune tiiptine 0.3 mL homojenat eklendikten sonra her iki deney tiipiine de 0.3
mL her giin taze olarak hazirlanan VCls’den ilave edildi. Numune tiipiline sirasi ile 0.15 mL
siilfanilamit ve NEDD cozeltilerinden ilave edildi. Bunu takiben tiipler 37 °C’de 30 dakika
inkiibe edildi. 540nm’de absorbans degerleri okundu.

NO miktar1 asagidaki formiil yardimiyla hesaplanda:
NO Miktar1 (nmol/g protein) = Absorbans x 169.8 / P
P= Dokudaki g protein miktar1

3.5.15. Kalp Dokusunda Laktat Dehidrojenaz (LDH) Aktivitesi Tayini
LDH aktivitesinin tayini, Bais ve Philcox (1994) metoduna gore yapildi. LDH, ortamda
EDTA bulunan Tris-HCI tamponu ile (pH 7.4), NADH varliginda 37°C’de piruvatin laktata

doniistimiinii katalizler. NADH 1 oksidasyonu 340 nm’de absorbans azalmasi ile belirlenir.
Kullanilan Cozeltiler:

Kalp dokusunda LDH aktivitesi tayininde kullanilan ayiraglar Bais ve Philcox (1994)’

in yontemine gore hazirlanarak denemelerde kullanildi.
Deneyin Yapilis::

Kalp dokusunda LDH aktivitesi agsagidaki tabloda belirtilen sekilde yapildi. Numune
tiipiine 25 pL. doku homojenizat eklendi, daha sonra kér ve numune tiiplerine 1 mL LDH

tamponu eklendi. Tiipler 37°C’de 5 dakika inkiibe edildi. Ardindan 125 pL. sodyum piruvat
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ilave edildi. 1 dakika daha inkiibasyon yapildi. Bu siire sonunda kore kars1 numune absorbanst

ii¢c dakika boyunca 340 nm’de okundu.

Enzim aktivitesi agagidaki formiile gére hesaplandi:

LDH Aktivitesi (U/g protein) = (AOD/dk) x 7143/g protein
AOD: 1k ve son okumalar arasindaki absorbans farklar

3.5.16. Kalp Dokusunda Sodyum Potasyum ATPaz (Na*/K*-ATPaz) Aktivitesi Tayini
Na'/K*-ATPaz aktivitesi Ridderstap ve Bonting (1969) metoduna gore belirlendi.
Deneyin prensibine gore, doku homojenizatinin uygun miktarda ATP ile inkiibasyonu ve
hemen ardindan enzimatik hidrolizi sirasinda olusan inorganik fosfat belirlenmektedir. Hem
total ATPaz hem de Mg?'-ATPaz tayin edilir. Aradaki fark ise Na*/K*-ATPaz aktivitesini

vermektedir.
Kullanilan Cozeltiler:

Kalp dokusunda Na*/K*-ATPaz aktivitesi tayini i¢in kullanilan ¢6zeltiler, yontemde
belirtildigi sekilde hazirlandu.

Deneyin Yapilis::

Kalp dokusundaki Na*/K*-ATPaz aktivitesi asagidaki tabloda belirtilen sekilde tiipler
asagida belirtilen sekilde hazirlandi.

Numune korii : 0.3 mL A ¢ozeltisi + 0.24 mL destile su + 0.22 mL ATP ¢ozeltisi
Total ATPaz tiipii : 0.3 mL A ¢ozeltisi + 0.2 mL destile su + 0.22 mL ATP ¢ozeltisi
Mg-ATPaz tiipii : 0.3 mL B ¢ozeltisi + 0.2 mL ouabain ¢ozeltisi + 0.22 mL ATP ¢ozeltisi

Biitiin tiipler, 37 °C’de 5 dakika inkiibe edildikten sonra, Total ATPaz ve Mg-ATPaz
tiiplerine 0.04 mL homojenizat1 eklendi. Biitiin tiipler, 37 °C’de 30 dakika inkiibasyon yapildi.
Ardindan tiim tiiplere, buz banyosu i¢inde 0.04 mL %100 TCA ilave edildi ve 10 dakika
boyunca buz banyosunda bekletildi. 3000 rpm’de 10 dakika santrifiije edildi.

Santrifiij sonras1 ikinci kisimda ise inorganik fosfor miktari tayin edildi :
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Numune korii, total ATPaz ve Mg-ATPaz iist fazlarindan alinan 0.1 mL tiiplere
aktarildi. Standart koriine 0.1 mL %35 TCA, calisma standard: tiipiine 0.1 mL ¢alisma standardi
konuldu. Ardindan tiim tiiplere, 0.02 mL amonyum molibdat ¢dzeltisi, 0.008 mL Fiske-
Subarrow reaktifi, 0.072 mL destile su ilave edildi. Tiipler karistirildiktan sonra, 10 dakika
boyunca oda sicakliginda beklendi. Tiim absorbanslari numune koriine karsi, standart tiiplerinin

absorbanslar1 ise standart koriine kars1 680 nm’de dlgiildii.
Na*-K*/ATPaz aktivitesi asagidaki formiile gore hesaplanda:
nmol Pi/(mg protein x h) = [645x%mg Pi]/[%mg protein x 60]x1000

3.5.17. Kalp Dokusunda Karbonik Anhidraz (CA) Aktivitesi Tayini
CA aktivitesi, Verpoorte ve dig. (1967) tarafindan gelistirilen metoda gore tayin edildi.

CA aktivitesi tayininde kullanilan ¢ozeltiler:

Bu yontemin tayininde kullanilan ¢dzeltiler, Verpoorte ve dig. (1967) tarafindan

gelistirilen metodda belirtildigi gibi hazirland.
CA aktivite tayin yontemi:

Kor ve numune tiiplerine sirasi ile 1.5 mL ve 1.4 mL olacak sekilde deney tamponu
konuldu. Doku homojenizatindan 0.1 mL ilave edildikten sonra, hem kor hem de numune
tiiplerine 1.5 mL substrat eklendi. Numune tiiplerinin absorbansi, kor tiipline kars1 348 nm’de

5 dakika boyunca spektrofotometrik olarak ol¢iildii.
Kalpte karbonik anhidraz aktivitesi agagidaki formiile gore hesaplandi.

CA Aktivitesi (U/mL) =AOD x 1200

Aktivite degeri, her numune icin belirlenen protein miktarina boliinerek, spesifik aktivite

degerleri belirlendi.

3.5.18. Kalp Dokusunda Heksoz Miktar Tayini
Heksoz miktar1 tayini, Winzler (1955) metoduna gore yapildi. Bu ydnteme gore,
ortamdaki heksoz bilesikleri konsantre siilfat asitli ortamda ve sicakta orsinol ile renk

vermektedir.
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Kullanilan Cozeltiler:

Kalp dokusunda heksoz miktar1 tayininde kullanilan ayiraglar Winzler (1955)° in

yontemine gore hazirlanarak denemelerde kullanildi.
Hidrolizatin Hazirlanmasi:

0.25 mL doku homojenizati, 0.5 mL 2 N HCI ve 0.5 mL %1 fosfotungstik asid ile
karigtirildi. 4 saat boyunca, 100°C’de etiivde hidroliz edildi. Bekletilen 6rneklerin pH’lar1 4 N
NaOH ile pH 7.0’a getirildi.

Deneyin Yapilis::

Kor tiipiine 100 pL destile su, numune tiiptine 100 pL hidrolizat ve standart tiiptine 100
pL standart konuldu. Tiim tiiplere 100 uL orsinol ve 0.8 mL konsantre siilfat asidi ¢ozeltisi
ilave edildi. 10 dakika boyunca kaynar su banyosunda bekletilen tiipler siire sonunda aniden
sogutuldu. Tiiplerin absorbanslari, 425 nm’de kore karsi 6l¢iildii. Kaydedilen absorbans
degerleri ile dokulardaki heksoz miktarlari, glukoz standard: ile ¢izilen standart egri grafigi
yardimiyla pg glukoz/mL olarak belirlendi. Degerler, protein miktarlarina bdoliinerek pg

glukoz/mg protein lizerinden son sonug elde edildi.

3.5.19. Kalp Dokusunda Heksozamin Miktar Tayini
Heksozamin miktari, Winzler (1955) tarafindan gelistirilen metoda gore belirlendi.
Heksozamin bilesikleri, asetilaseton ve p-dimetilaminobenzaldehit ile pembe renkli iiriin

olusturmaktadir ve olusan {iriiniin absorbansi, 530 nm’de spektrofotometrede olgiiliir.
Kullanilan Cozeltiler:

Kalp dokusunda heksozamin miktar1 tayininde kullanilan ayiraclar Winzler (1955)’ in

yontemine gore hazirlanarak denemelerde kullanildi.
Hidrolizatin Hazirlanmasi:

0.25 mL doku homojenizati, 0.5 mL 2 N HCI ve 0.5 mL %1 fosfotungstik asid ile
karigtirildi. 4 saat boyunca, 100°C’de etiivde hidroliz edildi. Bekletilen 6rneklerin pH’lar1 4 N
NaOH ile pH 7.0’a getirildi.
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Deneyin Yapilis::

Kor tiiptine 0.5 mL asetilaseton ¢ozeltisi, 0.5 mL destile su, numune tiiptine 0.5 mL
asetilaseton ¢ozeltisi ve 0.5 mL hidrolizat, standart tlipline ise 0.5 mL asetilaseton ve
glukozamin standardi konulduktan sonra tiim tiipler, 15 dakika boyunca kaynar su banyosunda
bekletildi. Bu islem sonrasi sogutulan tiiplerin hepsine 2.5 mL %96 etil akol ve 0.5 mL Ehrlich
ayraci ilave edildi. Son hacim etil alkol ile 5 mL’ye tamamlandi. Tiim tiipler 1 saat boyunca
oda sicakliginda ve karanlikta bekletildi ve absorbans 6l¢iimleri 530 nm’de yapildi. Standart
egri grafigi yardimiyla her numunedeki heksozamin miktar1 pg glukozamin/mL cinsinden

hesaplandi ve pg glukozamin/mg protein seklinde degerlendirildi.

3.5.20. Kalp Dokusunda Alkali Fosfataz (ALP) Aktivitesi Tayini
Bu deneyde Walter ve Schutt (1974) tarafindan metodu uygulanmistir. ALP, substrat
olarak 4-nitrofenilfosfat1 p-nitrofenol’e hidroliz etmektedir. Meydana gelen sar1 renkli iiriiniin

absorbansi, 405 nm’de okunur.
Kullanilan Cozeltiler

Deneyde kullanilan ¢ozeltiler, literatiirde belirtildigi sekilde hazirland1 ve deneyde
kullanildi.

Deneyin Yapihisi

Kor ve numune tiiplerine sirastyla 0.25 mL ve 0.2 mL ALP tamponu konulur. Numune
tiiptine 0.05 mL homojenizat eklenir. 30 dakika oda sicakliginda inkiibasyon yapildiktan sonra
tiim tliplere 10 mL 0.05 N NaOH ilave edilir. Absorbanslar, 405 nm’de kore karsi okunur. ALP

aktivitesi su sekilde hesaplanir:
ALP aktivitesi (U/L)= Abs x 434 formiilii kullanilmistir.

3.5.21. Kalp Dokusunda Total Protein Miktar Tayini
Total protein tayini, Lowry ve dig. (1951) tarafindan gelistirilen metoda gore tayin
edildi. Bu yontem, proteinlerin yapisindaki halkali yapi1 iceren amino asitlerin folin reaktifi ile

mavi renk vermesi esasina dayanir.
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Total protein miktar tayininde kullanilan c¢ozeltiler:

Bu yontemin tayininde kullanilan ¢ézeltiler, Lowry ve dig. (1951) tarafindan gelistirilen

metodda belirtildigi gibi hazirlandu.
Total protein tayin yontemi:

Kor tiipiine 0.5 mL serum fizyolojik, numune tiiplerine 0.5 mL seyreltik doku
homojenizati, standart tiiplerine ise 0.5 mL standart ilave edildikten sonra tiim tiiplere 2.5 mL
C reaktifi eklendi. Tiipler karistirildi ve 10 dakika oda sicakliginda bekletildi. Ardindan biitiin
tiiplere Folin calisma ¢ozeltisinden 0.25 mL ilave edilerek yine oda sicakliginda 30 dakika
bekletildi. Numune ve standart tiiplerinin absorbanslari, 500 nm’de kor tiipiine kars1 okundu.
Doku Orneklerine ait protein miktari, standart egri grafigi ¢izilerek mg/100 mL olarak

hesaplandi.

3.6. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Deneysel prosediir uygulamasi sonucunda elde edilen tiim biyokimyasal sonuglar,
GraphPad Prism 9.0 istatistik programina goére degerlendirildi. p < 0.05 degeri, “istatistiksel

olarak anlamlt” olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda elde edilen biyokimyasal bulgular, Sekil 4.1-4.4 arasinda gosterildi.

500

nmol GSH/mg protein’
pmol/mg protein®

pmol Troloks Ekv./g proteinT

150

100

(%)t

50

ROS/mg proteint

umol H,0,/g protein®

Sekil 4.1. Tiim deney gruplarina ait GSH, AOPP, TAS, TOS, ROS ve OSI seviyeleri.
**p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.

Tiim deney gruplarina ait GSH, AOPP, TAS, TOS, ROS ve OSI degerleri Sekil 4.1°de
verildi. Elde edilen sonuglara gore, kontrol grubuna SVA uygulanmasi ile GSH, AOPP, TOS,
ROS ve OSI degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu gozlemlenirken, TAS
seviyelerinde ise anlamli bir azalma meydana geldigi belirlendi (p<0.0001). SVA grubuna
Moringa ekstresi uygulanmasi ile bu degerler anlamli olarak tersine ¢evrildi (p<0.01, p<0.001,
p<0.0001) (Sekil 4.1).
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Sekil 4.2. Tiim deney gruplarina ait CAT, SOD, GPx, GST, GGT ve GOT aktiviteleri.
*E%p<0.001, ****p<0.0001.

Tiim gruplara ait CAT, SOD, GPx, GST, GGT ve GOT degerleri Sekil 4.2°de verildi.
Bu sonuglara gore, kontrol grubu ile karsilagtirildiginda SVA grubuna ait CAT ve SOD
aktivitelerinde anlamli bir azalma meydana geldigi, GPx, GST, GGT ve GOT aktivitelerinde
ise anlamli bir artma meydana geldigi tespit edildi (p<0.001, p<0.0001). SVA ve
SVA+Moringa gruplarina ait enzim aktiviteleri karsilagtirildiginda, SVA grubuna Moringa
ekstresi uygulanmasi ile bu aktivitelerin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde tersine ¢evrildigi

belirlendi (p<0.001, p<0.0001) (Sekil 4.2).
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Sekil 4.3. Tiim deney gruplarina ait MPO, XO aktiviteleri, NO seviyeleri, LDH, Na*/K*-
ATPaz ve CA aktiviteleri. *p<0.05, ****p<0.0001.

Tim gruplara ait MPO, XO aktiviteleri, NO seviyeleri, LDH, Na*/K*-ATPaz ve CA
aktiviteleri Sekil 4.3’de sunuldu. Elde edilen sonuglara gore, kontrol grubuna SVA
uygulanmasi ile MPO ve CA aktiviteleri ile NO seviyelerinde anlaml1 bir artig gozlemlenirken,
XO, LDH ve Na'/K*-ATPaz aktivitelerinde ise anlamli bir azalma meydana geldigi tespit edildi
(p<0.05, p<0.0001). SVA grubuna Moringa verilmesi ile bu degerler ve aktiviteler anlaml
olarak tersine cevrildi (p<0.05, p<0.0001) (Sekil 4.3).
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Sekil 4.4. Tiim deney gruplara ait heksoz, heksozamin seviyeleri ile ALP aktiviteleri.
*#4p<0.001, ****p<0.0001.

Tiim gruplara ait heksoz, heksozamin seviyeleri ile ALP aktiviteleri, Sekil 4.4’de
verildi. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, SVA uygulanan gruba ait heksoz ve heksozamin
seviyelerinde anlamli bir artma goriiliirken, ALP aktivitelerinde ise anlaml1 bir azalma oldugu
tespit edildi. SVA grubuna Moringa uygulanmasi ile bu degerler ve aktiviteler, istatistiksel

olarak anlamli bir sekilde tersine ¢evrildi (p<0.001, p<0.0001) (Sekil 4.4).
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5. TARTISMA

Kalp hastaliklar1 ve iligkili oldugu kanser vb. rahatsizliklar, tiim diinyada goriilen bir¢ok

hastaligin ve dliimlerin temel sebebi olarak kabul edilmektedir (Najafi ve dig., 2020).

Calismamizda kalp hasar1 olusturmak {izere kullanilan SVA’nin, birgok doku ve
organda oksidatif stres seviyelerini attirdig1 rapor edilmistir (Chaudhary ve Parvez, 2012;
Chaudhary ve dig., 2015; Ertik ve dig., 2025). Oksidatif stres, hiicresel diizeyde oksidan ve
antioksidan Ozellik gosteren etkenler arasinda meydana gelen bir denge degisimi sonucu,
ortamda oksidan konsantrasyonu artis1 ile sonuglanan, molekiiler diizeyde de redoks
kontroliiniin zarar gordiigii bir sistem olarak tanimlanir (Sies, 2020). Oksidatif stresin artmasi
ile proteinler, membranlar, DNA yapis1 da dahil makromolekiillerin hasara ugradig:

bilinmektedir.

Kalp dokusunda bulunan kardiyomiyosit hiicrelerindeki mitokondri organelinin sayist,
diger dokulara oranla ¢ok daha fazladir. Bu oranin fazla olmasinin sebebi, kardiyomiyositlerin
ATP’yi normalden fazla kullanmasi ve mitokondrinin de ATP iiretiminde kritik rol
oynamasindan kaynaklanmaktadir (Sheibani ve dig., 2022). Mitokondri, tiim hiicrelerdeki
temel organeldir ve kalp dokusunda normal fonksiyonlarin devami igin ©Snemli rol
oynamaktadir. Fizyolojik olarak, mitokondriyal ATP depolar ile kalp ATP tiiketimindeki
degisiklikler birbiriyle orantilidir (Griffiths, 2012). Mitokondrinin enerji iiretimi yani sira,
hiicresel diizeyde redoks durumunun korunmasinda ve apoptoz diizenlenmesinde de 6nemli
rolii oldugu i¢in bir hiicrenin normal isleyisinin en dnemli kismi, mitokondrilerin yapisal ve

islevsel biitiinliigliniin korunmasidir.

Mitokondriler, ROS iiretiminde ana kaynaktir ve mitokondride meydana gelebilecek
islev bozuklugu oksidatif stresin olusmasma ve dolayisiyla hiicresel aktivitede g¢esitli
problemlere yol agabilir (Murphy, 2009; Kim ve Kim, 2018). Cesitli arastirmacilar tarafindan
belirtildigi gibi, oksidatif stresin olusumu, metabolik sendrom, nérodejeneratif, inflamatuar ve
kardiyovaskiiler kokenli hastaliklara sebep olabilmektedir (Herndndez-Aguilera ve dig., 2013;
Bullon ve dig., 2014). Kalp hastaliklar1 ile ROS {iretimindeki iliski ise su sekilde
aciklanmaktadir: Kalp dokusundaki ROS iiretiminin hiicresel boyuttaki kaynaklari, kardiyak
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miyositler, endotelyal hiicreler ve nétrofillerdir. Ozellikle kardiyak miyositlerde ROS,
mitokondri kaynakli olabilmektedir. Mitokondride meydana gelen ROS iiretiminin biiyiik
cogunlugu solunum zincirinde molekiiler oksijene bir elektron aktarimi sirasinda meydana
gelmektedir. Transport zincirinin aksamasi ve dolayisiyla radikal iiretiminin artmasi ile
kompleks enzim aktivitelerinde azalma s6z konusudur. Kalp hastaliklarinin gelisiminde
organizmanin oksijene ulasma kapasitesinde de azalma olacag i¢in iskemi/hipoksi gibi
durumlar olugabilmekte ve mitokondri kdkenli ROS olusumu da artmaktadir. Bu negatif
durumlar, miyosit hasarina ve daha ileri diizeyde kalp krizine yol acabilmektedir. Dahasi,
mitokondri ROS hasarma neden olabildigi gibi, organelin kendisi de ROS iiretiminden
etkilenmektedir. Mitokondriyal DNA’nin ROS-kaynakli hasar olusumlarinda en biiyiik hedef
olan makromolekiil oldugu bilinmektedir. Bu hasar olusumunda ii¢ ana etken mevcuttur:
Bunlardan ilki, mitokondrinin ROS iirlinlerine kars1 koruyucu bir bariyer yapabilecek sekilde
histon proteini iceren kompleks bir kromatin yapisina sahip olmayisidir. Ikinci etken,
mitokondriyal DNA’nin olast DNA hasarlarina karsi ¢ok kisitli bir onarict aktivitesinin
olmasidir. Ugiincii etken ise, mitokondride iiretilen siiperoksit radikalinin mitokondri
membranini kolaylikla asamayarak organelin i¢inde kalmasidir (Sawyer ve Colucci, 2000;

Perrelli ve dig., 2011; Tsutsui ve dig., 2011).

Bu bilgiler goz oniinde bulundurularak, tez ¢alismamizda SVA ile olugsmasi beklenen
oksidatif hasara karst Moringa oleifera bitkisinin koruyucu etkilerinin ¢esitli biyokimyasal

parametreler ile arastirilmasi hedeflenmistir.

Antioksidan sistemler, ROS etkilerinin azaltilmas1 i¢in gerekli olan sistemlerdir ve genel
olarak iki ana sinifa ayrilmaktadir. Bu iki ana smif, antioksidan enzimler ve diigiik molekiil
agirlikli antioksidanlar olarak bilinmektedir. En 6nemli enzimatik antioksidanlar CAT, SOD,
GPx vb. enzimler olarak siralanirken, diigiik molekiil agirlikli antioksidan maddeler ise C ve E
vitamini, karotenoidler, flavonoidler, glutatyon vb. maddeler olarak siralanabilir (Jomova ve

dig., 2024).

Hiicresel redoks homeostazisi, asir1 miktarda olusan rediiksiyon ve oksidasyon
reaksiyonlarin1 6nleyen dnemli ve gerekli bir tamponlama mekanizmasidir. GSH, sirastyla
gama glutamik asit, sistein ve glisinden olusan, viicut i¢in son derece 6nemli ve antioksidan
ozellige sahip bir tripeptittir. Oksidan maddelerle reaksiyona giren GSH, reaksiyon sonunda

yiikseltgenmis formu olan glutatyon disiilfit (GSSG) formuna doniisiir. Bu
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indirgenme/ylikseltgenme potansiyeli sayesinde GSH/GSSG sistemi, onemli bir “redoks
tampon sistemi”’ni olusturmaktadir. Hiicresel glutatyon redoks durumundaki degisimler,
glutatyonilasyon veya sistein ¢apraz kopriilerinin olusumu yoluyla hedef proteinlerdeki redoks
duyarli tiyol gruplarini geri doniisiimlii olarak degistirebilirler (Csiszar ve dig., 2016). GSH’1n
antioksidan 6zellik gostermesinin yani sira, katildigi bazi enzimatik reaksiyonlarda organizma
icin Onem tasimakta ve antioksidan enzimlerin aktivitelerini gostermelerinde yardimci
olmaktadir. Antioksidan enzimler, protein/metaloprotein sinifina ait olan enzimlerdir. Bu
enzimler CAT, SOD, GPx vb. enzimler olmakla beraber, ROS ve ROS tiirevi iirlinleri genel
olarak daha zararsiz iiriinlere doniistiirmek suretiyle organizmayi1 korumakta gorev alirlar
(Matés ve dig., 1999). GPx, ilk olarak eritrositlerde bulunmus olup, hemoglobinin glutatyon
sayesinde hidrojen peroksitin zararli etkilerinden korunmasinda goérevli oldugu tespit edilmistir
(Mills, 1957). Bunun yani sira, GPx hem hidrojen peroksidin hem de hidroperoksitlerin
indirgenmesini katalizleyen 6nemli enzimlerden biridir. Fakat, bu indirgenmenin sonucunda
hidroksi radikalleri de olusabilmektedir. Bunun yani sira, GPx’in hidrojen peroksite olan
afinitesi CAT enziminden daha fazladir. Ayrica, kalp dokusunda SOD enziminin de siiperoksit
radikali lizerindeki etkisi sonucunda meydana gelen hidrojen peroksit olusumundan dolayz,
GPx’1n SOD enzimine nazaran oksidatif hasara kars1 daha etkili oldugu bildirilmistir (Tsutsui
ve dig., 2011). GST ise elektrofilik ksenobiyotikler ve metabolitlerin detoksifikasyonunda rol
oynayan multifonksiyonel enzim ailesinin bir {iyesidir. Bu enzim, elektrofilik olarak karbon,
azot ve kiikiirt atomu iceren farkl bilesiklerin GSH ile konjugasyonunu katalizler. Bunun yan1
sira, peroksidasyon reaksiyonlar1 sonucunda meydana gelen iiriinlerin de detoksifikasyonunda

onemli rolii vardir (Singhal ve dig., 2015).

Calismamizda kontrol grubu ile karsilastirildiginda, SVA verilen gruba ait CAT ve SOD
aktivitelerinin azaldig1, GSH seviyeleri ile GPx ve GST aktivitesinin ise arttig1 tespit edildi. Bu
enzimatik bulgulara ek olarak, SVA grubuna ait TAS degerlerinin azaldig1, TOS, ROS ve OSi
degerlerinin de kontrol grubuna gore 6nemli derecede artis gosterdigi tespit edildi. Bu sonuglara
gore, GSH seviyeleri ile GSH-bagimli antioksidan enzim aktivitelerindeki artis, SVA
tarafindan olusturulan ve artan oksidatif strese bir yanit olarak degerlendirilebilir. Farkli ilag
etken maddeler ile farkli dokular lizerinde olusturulan oksidatif hasar temelli doku hasarlarinda,
GSH seviyelerinde ve GSH-bagimli enzimatik aktivitelerde artis meydana geldigi rapor
edilmistir (Bayrak ve dig., 2022). Bunun yani sira, SVA grubuna ait CAT ve SOD

aktivitelerinde elde ettigimiz aktivite azalmalari, ¢esitli arastirmacilar tarafindan literatiirde
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belirtilen SVA deney ve ila¢ kullanimlari neticesinde elde edilen verilerle uyumluluk
gostermektedir (Emekli-Alturfan ve dig., 2015; Zhang ve dig., 2011). GST aktiviteleri i¢in
calisgmamizda elde ettigimiz artig, SVA tarafindan indiiklenen oksidatif stres sonucunda fazla
miktarda olugsmus olan peroksidasyon iiriinlerinin detoksifikasyonu ile iliskilendirilebilir. SVA
uygulanan deney grubuna Moringa ekstresinin verilmesi ile bu aktiviteler ve seviyeler tersine
cevrildi. Bunun yam sira, Moringa bitkisi tizerinde yapilan GC-MS analizleri sonucunda
aralarinda askorbik asit ve tiirevlerinin, flavonoid, fenolik bilesikler, vitaminler gibi bir¢cok
antioksidan 6zellikte madde bulundugu tespit edilmistir (Aja ve dig., 2014; Liu ve dig., 2022).
Yapisindaki askorbik asidin ve kiikiirt iceriginin de glutatyon seviyelerinin ve buna bagh
antioksidan enzim aktivitelerinin dengelenmesinde olumlu etkisinin oldugu ileri siiriilebilir.
Tez calismamizda SVA grubunda elde ettigimiz TAS, TOS, ROS ve OSI sonuglarindaki olumlu
degisiklikler neticesinde, Moringa bitkisinin antioksidan 6zelliginin bir kez daha kanitlandigini

sOyleyebiliriz.

Na'/K*-ATPaz, sarkolemmal membrana gomiilii bir sekilde bulunan ve
kardiyomiyositlerdeki temel gorevi sodyum ve potasyum iyonlarinin giris ¢ikis1 esnasinda
membran i¢i ve dis1 arasinda bir elektrokimyasal gradient olusturarak bir denge saglamaktir.
Bunun yani sira, bu enzim, kardiyomiyositlerde hiicresel gelisim ve farklilagma, bir hiicrenin
yasam dongiisiiniin devami ve sonlandirilmasi gibi farkli metabolik proseslerde de dolayl
olarak rol oynamaktadir (Dhalla ve dig., 2024). Yapilan gesitli aragtirmalar sonucunda, kalp
hasarlarinda Na*/K*-ATPaz aktivitesinde artma, azalma ve aktivitenin stabil kalmasi gibi gesitli
durumlarin goriildiigl 6ne siirtiilmiistiir. Buna gore, 1970-1999 yillar1 arasinda deney hayvanlari
ve insanlar lizerinde yapilan caligmalarda, tagikardi ile indiiklenen kardiyomiyopati, kongestif
kalp rahatsizliklari, idiyopatik kardiyomiyopatiler, miyokard enfarktiis ve aort kasilmasi gibi
durumlarda Na'/K*-ATPaz enziminin aktivitesinde azalma meydana geldigi bildirilmistir
(Ellingsen ve dig., 1994; Ishino ve dig., 1999; Spinale, 1992; Yazaki ve Fujii, 1972). Bu
enzimin aktivitesinin azalmasi, farkli arastirmacilar tarafindan oksidatif stresin yol agtig1
membran yapisi biitliinligiiniin bozulmasi ile de iligkilendirilmektedir (Sacan ve dig., 2016;
Ertik ve dig., 2021; Magaji ve dig., 2023). Calismamizda membran biitiinliigliniin bir gdstergesi
olarak membran glikoprotein miktarlar1 da tayin edildi. Elde edilen sonuglarina goére kontrol
grubu ile karsilastirildiginda SVA grubuna ait Na*/K*-ATPaz enziminin aktivitesinin azaldigi
ve heksoz-heksozamin gibi glikoprotein miktarlarinin da artig gosterdigi tespit edildi. SVA

grubuna Moringa ekstresi verilmesi ile bu aktivite ve seviyeler tersine g¢evrildi. Moringa
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ekstresinin bu etkisinin yapisindaki antioksidanlar sayesinde oksidatif stresi azaltarak membran

yapisini korumast ile iligkili oldugu 6ne siiriilebilir.

AOPP, plazma protenleri ile klorlanmis oksidan maddeler (hipoklordz asit gibi) arasinda
gerceklesen reaksiyonlar sonucunda olusan maddelerdir. Olusan bu iiriinler, sirkiilasyonda
albumin ile tasmirlar. Koroner arter hastaliklari, ateroskleroz ve kronik bobrek rahatsizliklar
genel olarak oksidatif stres ve sistemik olarak miktar1 artan AOPP ile karakterize edilmektedir.
AOPP, direkt olarak kardiyomiyosit 6liimiine sebep olmaktadir (Valente ve dig., 2013; Witko-
Sarsat ve dig., 1996). MPO, hem peroksidaz enzim ailesine ait bir enzimdir. Bu enzim, hidrojen
peroksit ile halojen iyonlarin reaksiyonunu katalizler ve bu reaksiyon sonucunda hipokloréz
asit ve diger oksidan maddeler olusur. MPO enziminin yapisinda lizin ve arginin amino
asitlerinin ¢ok fazla miktarda bulunmasi ile enzimin Ip degeri yaklasik 10 civarina
ulagsmaktadir. Enzimin bu 6zelligi, bakteriyel, endotelyal hiicreler ve ekstraseliiler matriks
bilesenleri, albumin vb. gibi yapisinda negatif yiik bulunduran bir¢ok yapi ile etkilesim olanagi
saglamaktadir. NO, koroner vazodilatasyon, trombosit ve notrofil yapismasi/aktivasyonunun
inhibisyonu ve kalp kaslarinin kasilma fonksiyonunun modiilasyonu dahil olmak iizere
kardiyak fonksiyonun diizenlenmesi i¢in gereklidir (Ndrepepa, 2019). Ancak oksidatif stres
kosullarinda olusan siiperoksit radikali nitrik oksit molekiilii ile reaksiyona girdikten sonra
olusan ve ¢ok reaktif olan peroksinitrit molekiilii, nitrik oksidin hiicre koruyucu etkisini ortadan
kaldirmaktadir (Takimoto ve Kass, 2007; Tsutsui ve dig., 2011). Calismamizda, kontrol grubu
ile karsilastirildiginda SVA grubuna ait AOPP ve NO seviyeleri ile MPO enziminin
aktivitelerinin ortamda artan oksidatif stres kosullari sonucunda artis gosterdigi tespit edildi.
SVA grubuna Moringa verilmesi ile bu seviyeler ve aktiviteler tersine ¢evrildi. Elde ettigimiz
sonuclara gore, Moringa ekstresi SVA verilen gruba ait antioksidan seviyelerini arttirmigtir. Bu
tyilestirici etki goz onilinde bulundurularak SVA grubu ile karsilagtirildiginda SVA+Moringa

verilen gruba ait AOPP ve NO seviyeleri ile MPO aktivitelerinin azaldig1 sonucuna varilabilir.

X0, pirin metabolizmasinin katabolizmasinda yer alan ve ksantin/hipoksantin
lizerinden {irik asit olusumunu katalizleyen bir enzimdir. Urik asidin kardiyovaskiiler ve
norodejeneratif hastaliklarda hidroksi radikallerini, hidrojen peroksidi yakalayici, metal
iyonlarin1 baglayici vb. 6zellikleri sayesinde antioksidan aktivite gosterdigi bilinmektedir (Yu
ve Cheng, 2020). ALP, ¢cogunlukla karaciger, kemik ve bobrek dokularinda olmakla beraber
viicudun diger doku ve organlarinda da 6nemli miktarda bulunan bir hidrolaz enzimidir. Temel

olarak karaciger ve kemik dokulari ile ilgili hastaliklarin belirteci olmast ile birlikte, son yillarda



42

yapilan arastirmalar ALP enziminin kardiyovaskiiler hastaliklarda C-reaktif protein gibi bir
inflamasyon belirteci olarak kabul edilebilecegini ortaya koymustur (Kunutsor ve dig., 2015).
Glikoliz, bir hiicrede glukozun katabolize ediligi énemli bir metabolik yoldur ve bir seri
enzimatik reaksiyon sonucunda glukozun laktata ¢evrimi gergeklesir. Son basamakta piruvatin

laktata dontisiimii katalizleyen enzim, LDH enzimidir.

Calisgmamizda kontrol grubuna gore SVA verilen grupta XO, LDH ve ALP
aktivitelerinde bir azalma meydana geldigi belirlendi. XO aktivitesinin SVA verilen grupta
azalmasinin nedeni, artan antioksidan ihtiyaci nedeniyle iirik asidin olusumunun arttirilmasi ve
bunun sonucunda enzim miktarindaki azalma ile iliskilendirilebilir. Ayrica, ortamda SVA ile
olusturulan oksidatif stres kosullarindan kaynaklanan inflamasyon artis1 da elde ettigimiz NO
seviyeleri ile desteklenmektedir. SVA grubuna ait ALP aktivitelerindeki azalmanin daha ileri
bir diizeydeki inflamasyonun Oniine ge¢mek i¢in organizma tarafindan bir diizenleme
olabilecegi one siirtilebilir. LDH enziminin kalp dokusunda baskin olan izoenzimi olan LDH-
A’m pirlivik asit lizerinden olusturdugu laktatin vaskiiler diiz kas hiicrelerinde farklilasmay1
kontrol eden bir sinyal molekiilii oldugu Yang ve dig. (2017) tarafindan rapor edilmistir (Yang
ve dig., 2017). Kalp dokusunun kars1 karsiya kalabilebilecegi beklenmedik basing ve hasar
durumlarinda ise LDH-A eksikliginin énemli bir rol oynadig1 bilinmektedir (Dai ve dig., 2020).
Calismamizda elde edilen bu aktivitelere ait sonuclar, bu yaklasimlar ile paralellik
gostermektedir. Bunun yani1 sira, SVA grubuna Moringa ekstresinin verilmesi ile bu aktiviteler
SVA grubunda tersine ¢evrilmistir. Moringa bitkisinin SVA ile olusturulan akciger hasarinda
sitokin seviyelerini azaltarak inflamasyonu 6nledigi hem biyokimyasal hem de histolojik olarak
Magaji ve dig. (2025) tarafindan kanitlanmistir (Magaji ve dig., 2025). Elde ettigimiz sonuglara
gore, Moringa ekstresinin bu iyilestirici etkisinin yapisinda yer alan antioksidan bilesenlerden

ve inflamasyonu azaltici etkisinden kaynaklandig1 6ne siiriilebilir.

Karbondioksit (CO»), suda ¢dziinmeyen bir yapiya sahiptir. CA, COz ile H>O arasindaki
reaksiyonunun olusmasini saglayarak karbonik asit (H2CO3) ve bu molekiiliin iyonlarini
(HCO3~ ve H") olusturan bir enzimdir. pH"1 diizenlemede ve biyolojik sistemlerde CO>
tasinmasinda da Onemli rolii vardir. Kalp hastaliklarinda CA izoenzimlerinin artan
aktivitelerinin iyon kanallar1 tizerindeki etkisinin olduguna dair literatiir verileri de mevcuttur.
Hem pH degerinin korunmasit hem de iyon kanallarinin dengede kalmasi icin gesitli kalp
hastaliklarinda CA inhibitorlerinin yaygin olarak kullanildigi bildirilmistir (Swenson ve dig.,
2021; Torella ve dig., 2014; Vargas ve dig., 2016). GGT, sitoplazmadaki glutatyonun fizyolojik
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konsantrasyonunun korunmasinda etkili olan ve hiicre i¢ine amino asit taginmasini da saglayan
bir enzimdir. GSH sentezlendikten sonra hiicre disina alimir ve GGT tarafindan glutamil
kalintisina ve sisteinil-glisine parcalanir. Hiicre disi boslukta glutatyonun pargalanmasi,
hiicreler tarafindan alinan ve glutatyon ve proteinlerin hiicre i¢i sentezi i¢in temel bir ncii
olarak kullanilan sisteinin kullanilabilirligini artirir. Ancak sisteinil glisinin dolayli yoldan
demir II iyonu ile reaksiyona girmesi sonucunda olusan demir III iyonu, ileriki basamaklarda
dolayl1 olarak oksidatif stres temelli molekiillerin olusmasina ve dahast LDL olusumu ve buna
bagli olarak ateroskleroza neden olabilecek plak olusumlarina da neden olmaktadir (Ndrepepa
ve Kastrati, 2016). GOT, transaminazlar siifina dahil olan bir enzim olup ¢esitli metabolik
fonksiyonlarda gorev almaktadir. Temel olarak ise malat-aspartat mekik sistemi i¢in aspartatin
saglanmasina katkida bulunarak NADH’1n mitokondriye aktarilmasina yardimci olmaktadir.
Boylece NAD*/NADH+H" oraninin da korunmasi ger¢eklesmis olur. GOT’1n kalp dokusunda
meydana gelen hasarlar1 belirten 6nemli bir enzim oldugu ve membran yapisinin hasar gérmesi

ile aktivitesinde artig gosterdigi bilinmektedir (Ndrepepa, 2021).

Calismamizda SVA uygulanan gruba ait CA, GGT ve GOT seviyelerinin kontrol
grubuna kiyasla arttig1 tespit edildi. Elde ettigimiz veriler, literatiirle uyum gostermektedir.
SVA grubuna Moringa uygulanmasi ile bu aktiviteler tersine ¢evrildi. Moringa ekstresinin bu
etkisinin potansiyel membran koruyucu ve antioksidan 6zelliginden kaynaklandigi ve boylece
kalp dokusunda meydana gelen oksidatif stres kaynakli hasar olusturucu etkilerini azalttigin

One sturebiliriz.



44

6. SONUC VE ONERILER

Bu c¢aligmada, SVA ile olusturulan kalp hasarinda Moringa oleifera ekstresinin
koruyucu etkilerini aragtirmayr amacglanmistir. Elde edilen bulgulara gére, SVA uygulanan
grupta GSH, AOPP, TOS, ROS, OSI, GPx, GST, GGT, GOT, MPO, NO, CA, heksoz ve
heksozamin parametrelerinde artis gozlemlenirken, TAS, CAT, SOD, XO, LDH, sodyum
potasyum ATPaz ve ALP parametrelerinde azalma oldugu saptanmistir. Moringa oleifera
ekstresinin uygulanmasiyla bu biyokimyasal degisikliklerin normale dondiigiinii, antioksidan

savunma sisteminin arttigin1 ve oksidatif stresin azaldigini sdyleyebiliriz.
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KURUM iZNi YAZILARI

Uyari: Canli ve cansiz deneklerle yapilan tiim calismalar i¢in kurum izin belgelerinin
eklenmesi zorunludur. Gizlilik ve mahremiyet iceren durumlarda kurum adi kapatilmahdir.
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