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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

SICANLARDA VALPROIK ASIT ILE OLUSTURULAN DALAK HASARINA
MORINGA OLEIFERA’NIN ETKIiLERI

Sabina AHMADOVA

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah

Biyokimya (F.B.E), Tezli Yiiksek Lisans Programm

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

Valproik asit (VA)’in, histon deasetilazlarin gii¢lii bir inhibitorii olmasi; epilepsi, kanser, bazi
norolojik ve psikiyatrik bozukluklarin tedavisinde kullanilmasina olanak saglamaktadir. VA,
gen ekspresyonu {iizerine olan etkilerinden dolay1 bazi yan etkilere ve toksisitelere neden
olmaktadir. VA’in kronik kullaniminin; gastrointestinal reaksiyon, alerji, immiinolojik
fonksiyon bozuklugu gibi olumsuz etkiler agiga ¢ikardigi ve hiperinsiilinemi, oksidatif stres,
instilin direnci yaratarak metabolik sendromun gelisimini artirdig tespit edilmistir. Moringa
oleifera, zengin fitokimyasal ve farmakolojik oOzelliklere sahip ¢ok islevli bir bitkidir.
Moringa’nin yapraklari; vitaminler, mineraller, amino asitler, dogal antioksidanlar,
flavonoidler, karotenoidler, saponinler, tanenler, ve fitatlar acisindan zengindir. Bu ¢alismada,
sicanlarda olusturulan VA kaynakl1 dalak hasarina karsi Moringa yaprak ekstresinin koruyucu
etkileri arastirildi. Sprague Dawley disi sigcanlar rastgele dort gruba ayrildi; Grup I: kontrol
grubudur ve 15 giin boyunca %0.9 NaCl (1 mL), Grup II: sadece %70’lik etanollii moringa
yaprak ekstresi (300 mg/kg/giin), Grup III: sadece sodyum valproat (500 mg/kg/giin), Grup IV:
ayni uygulama prosediirleri ile (doz ve siire) ile sodyum valproat + moringa ekstresi agiz
yoluyla verildi. Calismamizdan elde edilen sonuglara gore, Moringa ekstresinin sodyum
valproat grubuna uygulanmasi, ¢esitli antioksidan, anti-inflamatuar ve terapotik ozellikleri
sayesinde sodyum valproatin yol agtig1 biyokimyasal bozulmalari diizelttigi belirlendi. |

Ocak 2025, 105 sayfa.

Anahtar kelimeler: Valproik Asit, Moringa, Dalak, Toksisite, Antioksidanlar
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ABSTRACT

M.Sc. THESIS

EFFECTS OF Moringa Oleifera ON VALPROIC ACID INDUCED SPLEEN INJURY
IN RATS

Sabina AHMADOVA

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 (VA), being a potent inhibitor of class | histone deacetylases, is used in the
treatment of epilepsy, cancer, and certain neurological and psychiatric disorders. VA, by
modifying gene expression, can lead to certain side effects and toxicities. It has been determined
that chronic use of VA induces adverse effects such as gastrointestinal reactions, allergic
responses, and immunological dysfunction and exacerbates the development of metabolic
syndrome through the promotion of hyperinsulinemia, oxidative stress, and insulin resistance.
Moringa oleifera is a multifunctional plant due to rich phytochemical and pharmacological
properties. The leaves of Moringa are rich in vitamins, minerals, amino acids, natural
antioxidants, flavonoids, carotenoids, saponins, tannins, and phytates. In the present study, the
protective effects of Moringa leaves on valproate-induced spleen injury were investigated.
Sprague Dawley female rats were randomly divided into four different groups; Group I: control
(given %0.9 NaCl (1ml) for 15 days), Group Il Moringa group (given 300 mg/kg/day of 70%
ethanol extract of Moringa extract for 15 days), Group I11: sodium valproate group (given 500
mg/kg/day for 15 days), Group 1V: sodium valproate + Moringa administered group (applied
by following the same procedure as time and dose). Normal saline, sodium valproate, and
Moringa extract were administered orally. According to the results obtained from our study, it
was determined that the administration of Moringa extract to the sodium valproate group
ameliorated the biochemical disturbances caused by sodium valproate, due to its diverse
antioxidant, anti-inflammatory, and therapeutic properties.
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1. GIRIS

Beyin noronlarindaki anormal elektriksel aktivite ile karakterize edilen kronik bir
norolojik bozukluk olarak ifade edilen epilepsi, beynin karmasik molekiiler, biyokimyasal,
fizyolojik ve anatomik degisiklikleriyle iliskilidir. Epilepsi, tim yas gruplarini etkileyebilse de,
Ozellikle yasamin ilk 20 yilinda ve yaslilik donemlerinde belirgin etkiler gosterir. Epileptik
hastalarin yaklasik %80°1 mevcut antiepileptik ilaglarla yeterince kontrol altina alinabilirken,
%20’si tedavi basarisizlifi yasamakta ve ek tedaviye ihtiya¢ duymaktadir. Yaygin olarak
kullanilan antiepileptik ilaglar, Ornegin sodyum valproat, fenitoin, fenobarbital ve
karbamazepin semptomatik etkiler saglasa da epilepsinin temel patolojik durumunu ele almaz.
Antiepileptik ilaglarin temel dezavantaji, istenmeyen yan etkiler olusturmalaridir. Hem epilepsi
hem de antiepileptik tedaviler, 6grenme ve hafiza iizerinde olumsuz etkiler yaratabilir.
Giinlimiizde, epilepsiyi ve sonuglarini kontrol altina almak i¢in digsal diyet takviyeleri faydali

bir strateji olarak degerlendirilmektedir (Alam ve dig., 2023).

Valproik asit (VA), genis spektrumlu bir antiepileptik ila¢ olup, birgok nérolojik ve
psikiyatrik durumun tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Kimyasal olarak, VA bir dalli
zincir karboksilik asittir (2-propilpentanoik asit veya di-n-propilasetik asit). VA, gesitli tiirdeki
parsiyel ve jeneralize nobetlerin tedavisinde 30 yili askin siiredir kullanilmaktadir. Ayrica,
bipolar bozukluk, sizoaffektif bozukluk, sosyal fobiler ve noropatik agriy1 kontrol etmek i¢in
recete edilmekte; migren bas agrisinin profilaksisi ve tedavisinde de kullanilmaktadir. Uzun
stireli VA tedavisi, 6liimciil hemorajik pankreatit, kemik iligi baskilanmasi, hepatotoksisite ve
hiperammonemik ensefalopati gibi ciddi komplikasyonlara neden olmaktadir (Lheureux ve
Hantson, 2009).

Moringa oleifera (M. oleifera), “Hayat Agac1”, “Mucize Agac1”, “Bitkilerin Elmas™
olarak bilinmekte ve kuraklik direnci, hizli biiyiime, besin agisindan zengin oOzellikleri
nedeniyle Afrika ve Asya iilkelerinde yaygin olarak yetistirilmektedir (Su ve dig., 2023).
Moringa oleifera, Moringaceae familyasina ait, yaprak doken bir agactir. Bitkinin &zleri
proteinler, vitaminler, mineraller, esansiyel amino asitler, antioksidanlar, flavonoidler,
izotiyosiyanatlar agisindan zengindir ve anti-inflamatuar, antioksidan, anti-kanser, karaciger

koruyucu, noéroprotektif, hipoglisemik ve kan lipidlerini diisiiriicii gibi ¢esitli nutrasétik veya



farmakolojik islevler sergilemektedir. Ayrica, birgok ¢alisma anti-diyabet, anti-romatoit artrit,
anti-ateroskleroz, kisirliga karsi, agr1 kesici, anti-depresyon, diiiretik ve tiroit diizenleme gibi
terapotik degerlerini ortaya koymustur (Kou ve dig., 2018). M. oleifera yapraklarinin protein
kalitesinin, siit ve yumurtalarinkine benzer oldugu da arastirmalarda gosterilmistir (Chis ve

dig., 2023).

Dalak, viicuttaki en biiyiik ikincil lenfoid organ olup, hematopoez ve kirmizi kan hiicresi
temizligi gibi rollerinin yan1 sira genis bir immunolojik islev yelpazesi de igermektedir. Dalagin
fiziksel yapisi, kan1 patojenler ve anormal hiicrelerden filtreleyebilmesine ve antijen sunan
hiicrelerle lenfositler arasinda diisiik olasilikli etkilesimleri kolaylastirabilmesine olanak tanir.
Dalak, islevsel ve yapisal agidan kirmizi ve beyaz pulpa olarak ikiye ayrilir; bu iki bolge
arasinda farelerde marginal zona ve insanlarda perifolikiiler zona bulunur. Beyaz pulpa, her iki
tiirde de dalaktaki birincil immunolojik bolgedir; ancak dalak dokusunun dortte birinden daha
azini olusturur. Kirmizi pulpa ise dokunun biiyiik bir kismin1 kaplar ve immun islevi, beyaz
pulpadan farkhidir. Lenf diiglimlerinin aksine, dalakta afferent lenfatik damarlar

bulunmadigindan, tiim hiicreler ve antijenler dalaga kan yoluyla girer (Lewis ve dig., 2019).

Bu calismada, Sprague Dawley sicanlarinda valproik asit ile olusturulan dalak hasarina
kars1 %70’lik etanol ile hazirlanan M. oleifera yaprak ekstresinin koruyucu etkileri aragtirildi.
Bu dogrultuda, alinan dalak doku orneklerinden %10’luk doku homojenatlart hazirlandi. Bu
homojenatlarda indirgenmis glutatyon, lipid peroksidasyonu, siyalik asit seviyeleri, reaktif
oksijen tiirleri, toplam oksidan seviyesi, toplam antioksidan seviyesi, ileri okside protein
iriinleri, glikoprotein seviyeleri, siiperoksit dismutaz, katalaz, arginaz, laktat dehidrojenaz,
paraoksonaz, glutatyon peroksidaz ve rediiktaz, glutatyon-S-transferaz, glukoz-6-fosfat
dehidrojenaz, ksantin oksidaz, asit fosfataz aktiviteleri, hidroksi prolin, nitrik oksit ve protein

miktar1 gibi biyokimyasal parametreler tayin edildi.



2. KAVRAMSAL CERCEVE

2.1. EPILEPSI

2.1.1. Epilepsinin Tamim

Epilepsi, tekrarlayan ndbetlerin ortaya ¢ikmasiyla karakterize edilen kronik ndrolojik
bir hastalik grubunu kapsamaktadir ve diinya genelinde yaklasik 60 milyonun {izerinde insan
bu hastaliktan muzdarip olmaktadir (Beamer ve dig., 2017). Nobetler, kisa ve neredeyse tespit
edilemeyecek kadar hafif olabilecegi gibi, anormal elektrik aktivitesi nedeniyle uzun siireli
siddetli titremelere de neden olabilir (Bekele ve dig., 2023). Epilepsi, yasam boyunca ortaya
c¢ikabilir ve kesin bir test veya biyomarker olmadan klinik bir tan1 olarak kalmaktadir (Bush ve

dig., 2024).

Epileptik nobetler genellikle klinik dykiiye dayanarak teshis edilmektedir; bu Oykii
dikkatlice toplanmali ve ¢ogunlukla hasta ile taniklarin kapsamli bir sekilde sorgulanmasini
gerektirmektedir. Daha karmasik durumlarda video elektroensefalogram kaydi gerekmektedir.
Taniyr dogrulamak i¢in bilgisayarli tomografi, manyetik rezonans goriintilleme, pozitif
emisyon tomografisi, tek foton emisyon bilgisayarli tomografi ve genetik testler gibi ¢esitli

incelemeler yardimci olmaktadir (Bekele ve dig., 2023).
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Sekil 2.1: Uluslararas1 Siniflandirma ve Terminoloji Komitesinin epilepsilerin
smiflandirilmasiyla ilgili yayimladigi gortis (Scheffer ve dig., 2017).

2.1.2. Epilepsinin Saghk Uzerine Etkileri

Epilepsi hastalarinda, 6grenme, bellek, dikkat ve yiiriitiicii islevler gibi bir veya daha
fazla alanda biligsel bozulma goriilmektedir; bu bozulmalardan en yaygini bellek bozuklugudur.
Bu eksiklikler, epilepsinin etiyolojisi, tekrarlayan nobetler, antiepileptik ilaclarin kullanimi
veya bu faktorlerin bir kombinasyonu ile iliskilidir (Allendorfer ve Arida, 2018). Gelisimsel
gecikme, bilissel yetersizlikler ve psikososyal komorbiditeler, epilepsili ¢ocuklar i¢in 6nemli
zorluklar olusturarak, nobet etkinliginin yani1 sira yasam kalitesinde de 6nemli bir kayba neden

olmaktadir (Schmidlechner ve dig., 2023).

Epileptik nobetler, bu hastalarin karsilastigi en biiyiik zorluklardan biri olup, issizlik,
bosanma, marjinallesme, izolasyon ve bekarlik gibi durumlarla sonuclanabilmektedir. Ayrica,
diisiik 6zsaygi, azalmis okul devamliligi ve akademik hirs eksikligi, epilepsi hastalarinin

akademik acidan zorlanmalarina neden olmaktadir (Bekele ve dig., 2023).



Depresyon, epilepsi hastalarinda yaygin olup, kotii kontrol edilen ndbetleri olan
bireylerin %20 ila %55’ini, iyi kontrol edilen ndbetleri olan bireylerin yaklasik %10 ila
%20’sini etkilemektedir (Allendorfer ve Arida, 2018). Epilepsi hastalarinin yasam siiresi, genel
niifusa kiyasla %2-10 daha azdir; depresyon ve anksiyete gibi bir dizi komorbidite riski ise 4
kat artmaktadir (Beamer ve dig., 2017).

2.1.3. Epilepsinin Nedenleri

Epilepsi, gegmis travmalar, merkezi sinir sistemi enfeksiyonlari ve genetik bozukluklar
gibi c¢esitli faktorlerden kaynaklanan tekrarlayan ndobetlerle karakterizedir. Epilepsinin
nedenleri: yapisal, genetik, enfeksiydz, metabolik, immiin ve bilinmeyen kategorilere

ayrilmaktadir (Bekele ve dig., 2023).

Genetik arka plan ve ndbet tiiriinden etkilenerek ndéron 6limii ve dogumu, akson ve
dendrit ¢ikintilari, gliyozis, membran ve ekstraselliiler matris proteinlerinin molekiilerinin
yeniden yapilanmasi gibi degisiklikler olusabilir. Merkezi sinir sistemine enfeksiyon zarar
verildiginde, dinlenme halindeki mikroglia antijenik 6zellik kazanarak, sekilleri uzar ve T
hiicreleriyle birlikte iltihabi reaksiyona katilmak i¢in makrofajlara doniisiirler. Ancak, asiri
aktive olmus mikroglia, pro-inflamatuar faktorlerin ve oksidatif stresin 6nemli kaynaklaridir ve

norotoksisiteye yol acabilir (Wang ve dig., 2021).

Koti beyin sagliginin olusmasinda, potansiyel olarak degistirilebilir davranigsal
etkenler (6rnegin, fiziksel hareketsizlik, tiitiin kullanim1 ve zararl alkol tiiketimi), enfeksiyon
hastaliklar1 (6rnegin, menenjit ve ensefalit), kronik hastaliklar (6rnegin, diyabet, obezite ve
hipertansiyon), bas travmasi, bakim erisimi (6rnegin, esitsizlikler, ayrimcilik ve kirsal-kentsel
ayrim), komorbid hastaliklar ve ¢evresel kirleticilere maruz kalma gibi faktdrlerin rol oynamasi

muhtemeldir (Bush ve dig., 2024).

Yetersiz beslenme, kotli sanitasyon, artan bocek ve kemirgen sayisi, tibbi tedaviye
erisim eksikligi, yoksulluk ve cehalet ise enfeksiydz epilepsiyi tesvik etmektedir. Epilepsi
hastalariin yaklasik %80°’1 gelismekte olan iilkelerde bulunmaktadir ve bu, sadece saglik
etkileriyle sinirli olmayip, ayn1 zamanda sosyal, kiiltiirel, psikolojik ve ekonomik sonuglari

nedeniyle de 6nemli bir halk saglig1 sorunudur (Bekele ve dig., 2023).



2.1.4. Epilepsinin Patofizyolojisi
2.1.4.1. Epilepsinin Olusumunda Norotransmitterlerin Etkisi

Gamma-aminobutirik asit (GABA), beyindeki en 6nemli inhibe edici nérotransmitterdir
ve epilepsinin olusumunda ve gelisiminde ©6nemli bir rol oynamaktadir. Presinaptik
sitoplazmada, glutamat, koenzimi piridoksal fosfat olan glutamat dekarboksilaz tarafindan
GABA’ya doniistiiriilir. GABA daha sonra vezikiillerde depolanir ve ekzositoz ile sinapsa
salinir; ardindan postsinaptik membrandaki GABA reseptorlerine baglanir. GABA tasiyicisi,
GABA’y1 ¢evredeki glial hiicrelere alir; burada GABA, GABA transaminaz ve siiksinat semi
aldehit dehidrogenaz tarafindan siiksinik aside donistiiriiliir. Siiksinik asit daha sonra
trikarboksilik asit dongiisiinden gegerek tekrar glutamata doniistiiriilir ve boylece glutamat-
GABA-glutamat dongiisii tamamlanmis olur. GABA metabolizmasinin tiim yonlerindeki
anormallikler, GABA sentezi, tasinmasi, GABA reseptorlerini kodlayan genler ve GABA
inaktivasyonu dahil, epilepsiye yol agabilir (Feng ve dig., 2022).

Glutamat, merkezi sinir sistemindeki ana uyarici norotransmitterdir ve memeli
beynindeki en ¢ok bulunan amino asittir. Glutamat, 6grenme, bellek, bilis ve duygular gibi
sayisiz siire¢ i¢in gereklidir. Tiim beyin glutamat aktivitesi, salinim, etki ve geri alim dahil
olmak ftizere, ekstraselliiler alanda gergeklesir. Asir1 glutamat veya yetersiz GABA, merkezi
sinir sisteminde agir1 uyarima yol agabilir ve bu da nobetlerin meydana gelmesine neden
olabilir. Epilepside glutamaterjik mekanizmalarin potansiyel diizensizlikleri, noronal, glial
veya noronal-glial etkilesimlerin islev bozukluklarini igerebilir. Glutamaterjik diizensizlik,
sinaps i¢inde glutamat birikmesine ve glutamat reseptdrlerinin asir1 aktivasyonuna neden
olabilir; bu da eksitotoksisiteye ve nihayetinde hiicre 6liimiine yol agar. Inhibe edici GABA
seviyelerindeki bir azalma da nobet riskini artiracaktir. Glutamaterjik ve GABAerjik siirecler
birbirleriyle yogun bir sekilde iliskilidir ve iktogenezi ile epileptogenezi etkiler (Sarlo ve
Holton, 2021).

2.1.4.2. Inflamasyonun Epileptik Nobetler Uzerindeki Etkisi
Beyin iltihabi, bir¢ok norolojik hastalikta rol oynadig1 gosterilen bir durumdur ve kan-

beyin bariyeri gecirgenliginde artisa neden oldugu, glutamaterjik ndrotransmisyonu

kolaylastirdig1, pro-apoptotik sinyal yollarin1 baslattigi, secici noronal Sliime ve sonrasinda



aglarin yeniden yapilandirilmasina yol agtig1 ve astrosit ile mikroglial aktivasyonu tesvik ettigi
gosterilmistir. Noroinflamasyon, epilepside dnemli bir rol oynamaktadir. Bagisiklik sisteminin
aktive edilmesi ve asir1 iltihabi yanit, nobet sikligini ve epilepsiye yatkinlig artirabilir. Ayrica,
epilepsinin patolojik seyri sirasinda immunoinflamatuar reaksiyonlarin diizensizligi, ndbet

kaynakli plastisite ile iliskilendirilmistir (Wang ve dig., 2021).

Ozel pro-¢dziimleyici lipidler (&rnegin, lipoksinler, protektinler, rezolvinler ve
maresinler) immiinokompetan hiicrelerde G-protein bagli reseptorleri aktive ederek
inflamatuvar yanit1 kontrol etmede kritik bir rol oynamaktadir. Pro-¢oziimleyici mediatdrler,
aragidonik asit veya temel yag asitleri tarafindan siklooksijenazlar veya lipooksijenazlar
aracilifiyla iretilir. Pro-¢oziimleyici reseptorlerin insan temporal lob epilepsisi odaklarinda
noronlar ve astrositlerde indiiklendigi gz oniine alindiginda, omega-3 ¢oklu doymamis yag
asitleri veya pro-¢6ziimleyici lipidlerin stabil analoglarinin uygulanmasi epilepsi tedavisinde

potansiyel hedefler saglayabilir (Ravizza ve dig., 2020).

2.1.4.3. Iyon Kanallari ve Sinapslar

[ltihabi reaksiyonlarin ndbetler i¢in egilimi artirdigi, ndronal uyarilabilirligi degistirdigi,
hiicre i¢i sinyal yollarin1 aktive ederek ndronal apoptoz ve sinaptik yeniden sekillendirmeyi
aract kildig1 bulunmustur. Nobetler, beyindeki mikroglia ve noronlar1 aktive edebilir ve ek
digsal uyarilar olmaksizin bir dizi iltihabi reaksiyon {iretebilir. Sonug olarak, mikroglia ve
ndronlar biiyiik miktarda pro-inflamatuar faktorler ve prostaglandinler salgilar ve kompleman
sistemini aktive eder; bu da nihayetinde ndronal 6liime ve sinaps rejenerasyonuna yol agarak

kronik spontane nobetlere neden olur (Wang ve dig., 2021).

ATP, hiicresel enerji transferindeki iyi bilinen roliinlin yani sira, 6nemli bir hiicreler
aras1 sinyal molekiilii olarak da islev goriir. Bir zarar sonrasi, ATP, ekstraseliiler alana daha
yiiksek konsantrasyonlarda salinir. Bu, hasar gormiis ve apoptoz gegiren hiicrelerin zayiflamis
hiicre zarlar1 araciligiyla veya ekzotoktik veya non-ekzotoktik salinim yoluyla gergeklesir.
ATP, inflamatuar sinyal yollarim1 baglatir. Salindiktan sonra, ATP hizla ektiniikleotidazlar
tarafindan ADP, AMP ve adenozin gibi farkli par¢alanma {iriinlerine metabolize edilir; her biri
farkli purinergik reseptorlerin aktivasyonu yoluyla farkli hiicresel yanitlar1 provoke eder

(Beamer ve dig., 2017).



Potasyum kanallari, iyon kanallarinin en genis ve karmasik ailesini olusturmakta olup,
bir¢ok hiicresel siirecte hayati bir rol iistlenmektedir. Epilepsinin patogenezinde ve hedefe
yonelik tedavi etkilerinde de kritik 6neme sahiptir. Potasyum kanal genlerinin mutasyonlari

nedeniyle meydana gelen bir¢ok epilepsi vakasi gosterilmektedir (Gao ve dig., 2022).

2.1.4.4. Hippokampal Skleroz

Hipokampal skleroz, dentat girusunun hilus bélgesinde ve CA1 ve CA3 bolgelerinde
noronal kayip ve gliyoz igeren karakteristik bir lezyondur. Nobetlerin hipokampal sklerozun bir
nedeni mi yoksa sonucu mu oldugu konusu uzun siire incelenmistir. Yapilan birgok ¢alismalar,
kisa siireli nobetlerin néronal kayba yol acabilecegine dair kanitlar sunmustur. Sonug olarak,
hem nekrotik hem de apoptoz mekanizmalarinin hasara katkida bulunabilecegi diisiiniilmektedi

(Pitkdnen ve Sutula, 2002).

2.1.4.5. Kan-Beyin Bariyeri Degisiklikleri

Cogu antiepileptik ilaglarm etki mekanizmasi, Na* ve/veya Ca®* kanallarin1 bloke
etmek, GABA’y1 tesvik etmek veya glutamat sinyalini inhibe etmek tizerine kuruludur. Ancak,
ilerlemenin saglanabilmesi i¢in, kan-beyin bariyerinin gecirgenligindeki degisiklikler, sinaptik
plastisite, ag reorganizasyonu ve gliosis gibi daha genis bir epilepsi resmi gbz Oniinde

bulundurulmalidir (Beamer ve dig., 2017).

2.2. EPILEPSi YONETIM STRATEJILERI

2.2.1. Antiepileptik Tla¢ Tedavisi

Yeni tan1 konmus epilepsi hastalar1 i¢in antiepileptik ilaglar birinci basamak tedavi
olarak kullanilmaktadir. Mevcut tiim tedaviler, uyarici/inhibitér dengesini yeniden saglamaya
dayanan ii¢ ana etki mekanizmasina dayamir: Na* ve/veya Ca?* kanallarinin bloke edilmesi,
GABAergik norotransmisyonun tesvik edilmesi veya glutamat reseptdrlerinin antagonizmi
(Beamer ve dig., 2017). Epilepsiye yol acan akut beyin yaralanmalarina maruz kalan siganlarda

yapilan farmakolojik ve genetik miidahaleler, anti-inflamatuar ve antioksidan ilaglarin hastalik



modifikasyon etkileri gosterdigini, ndbet yiikiinii azalttigin1 ve hiicre kaybi ile komorbiditeleri

hafiflettigini kanitlamistir (Ravizza ve dig., 2020).

2.2.2. Epilepsi Yonetiminde la¢ Direnci

Epileptik hastalarin yaklasik %30’u ¢esitli antiepileptik ilaglara direnglidir ve
nihayetinde direncli epilepsi gelistirir (Wang ve dig., 2021). Antiepileptik ilaglar nobetleri
basarili bir sekilde kontrol edebilse bile, komorbiditeleri kotiilestirebilir veya ciddi yan etkilere
neden olabilir (Beamer ve dig., 2017). Ayrica, ilag¢ direngli epilepsilerin ndbet kontrolii igin
genis spektrumlu immiinosupresif steroidler, ketojenik diyet, vagus sinir stimiilasyonu ve gesitli
klinik miidahale yontemlerinin tedavi edici etkileri, hastalarda anti-inflamatuar mekanizmalar

araciligiyla 6nemli bir rol oynamaktadir (Vezzani ve Riiegg, 2017).

2.2.3. Diyet Tedavisi

Ketojenik diyet, diisiik karbohidrat, yiiksek yag ve orta diizeyde protein alimina dayanan
bir beslenme sekli olup, ¢ocuklardaki ila¢ direncli epilepsi i¢in popiiler bir tedavi secenegidir
ve diinya genelindeki cogu 6zel pediatrik epilepsi merkezinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Zambiya’da yapilan arastirmalar, pediatrik ila¢ direncli epilepsi hastalar1 arasinda bu diyetin

umut verici sonuglar gosterdigini ortaya koymustur (Bekele ve dig., 2023).

2.2.4. Cerrahi Miidahale Secenekleri

Gilinimiizde kullanilan antiepileptik ilaglar ile tedavi edilen hastalarin yarisi nébet
yasamaya devam etmektedir. Cogu epilepsi, nobet Onleyici ilaglarla kontrol altina alinabilir;
ancak bu miimkiin olmadiginda, sik ndbetler hastane yatislarina, yaralanmalara ve 6liime yol
acabilir (Bush ve dig., 2024). Epilepsi cerrahisinin, ilaclara direncli epilepsi i¢in etkili bir tedavi
oldugu gosterilmistir; cerrahiden 2 yil sonra nobetsizlik oranlar1 %70’1 asmakta oldugu ve
komplikasyon oranlarinin %5’ten az oldugu bildirilmistir. Cerrahi yaklasimlar, epileptojenik

bolgenin rezeksiyonu veya nobet yayilim yollarinin anatomik olarak kesilmesi gibi yontemleri
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icerebilir, ancak ikincisinin sonuglari daha az olumlu olabilmektedir. Cerrahi miidahele nobet
aktivitesini azaltabilir ve bilissel bozulmanin ilerlemesini durdurabilir (Schmidlechner ve dig.,
2023).

2.3. VALPROIK ASIT

2.3.1. Valproik Asit Hakkinda Genel Bilgiler

Valproik asit (VA), diisikk molekiil agirligina sahip olan valerik asitten tiiretilmis dall1
zincirli bir karboksilik asittir (2-propilpentanoik asit veya di-n-propilasetik asit). Kisa zincirli
yag asitlerine ¢ok benzemektedir ve bu durum, VA’in yag asidi oksidasyon yollar1 igin bir
substrat olmasini saglar. VA, ruh hali, bipolar ve sizoaffektif bozukluklari, sosyal fobileri,
noropatik agriy1 kontrol etmek ve migren bas agrisinin profilaksisi i¢in de regete edilmektedir.
VA genellikle iyi tolere edilir, ancak hepatotoksisite ve hiperammonemik ensefalopati gibi
ciddi komplikasyonlar da ortaya ¢ikabilir (Lheureux ve Hantson, 2009; Liu ve dig., 2023).
Ayrica, VA bagimlilik davraniglarii azaltmak ve wuyusturucu maddelerin  (0rnegin,
metamfetamin) alimindan sonra detoksifikasyon i¢in de kullanilir (Shnayder ve dig., 2023).
VA’in ¢esitli akut veya kronik alevlenme modellerinde sitokin {iretimini segici olarak azaltarak
anti-inflamatuar yetenegi oldugu ortaya koyulmustur. Ayrica, VA’in, GABA, norepinefrin,
dopamin ve serotonin seviyelerini artirma ve voltaj bagimli sodyum kanallarini bloke etme
yetenegi de vardir (Soria-Castro ve dig., 2020). Ezhilarasan ve Mani (2022) VA’in antiepileptik
etkisinin kesfini 1970li yillarda ticari olarak temin edilebilir hale geldigini ¢alismalarinda ifade
etmislerdir (Ezhilarasan ve Mani, 2022).

2.3.2. Klinik, Biyokimyasal ve Farmakokinetik Ozellikleri

VA, giiclii su coziilebilirligine sahip kiiciik bir molekiil bilesiktir. Agiz yoluyla
alindiktan sonra VA hizla emilir, biyoyararlanimi1 %90’dan fazladir. Plazma protein baglanma
orant %74 ile %90 arasinda degismektedir, bu durum esasen plazma proteinlerine olan
baglanmasinin doygunlugundan kaynaklanmakta olup, aym1 zamanda farmakokinetik
Ozelliklerinin dogrusal olmayan bir metabolizma gostermesine neden olmaktadir. Su ig¢inde
¢oziindiigiinde hafif alkalin bir 6zellik gosterir, pH degeri 7.5 ile 9.0 arasindadir (Liu ve dig.,
2023).
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VA, karacigerde 3 yolak iizerinden metabolize edilir: glukuronid konjugasyonu;
mitokondriyal matris iginde [-oksidasyon; ve sitozolde -oksidasyon (CYP450
metabolizmast). VA metabolizmasinin biiyiik kismu ilk iki yolla gerceklesirken, yaklasik %10°u
CYP450 yoluyla metabolize edilmektedir. Bu ii¢ metabolik yol iizerinden VA’in
metabolizmasi, terapdtik ve toksik metabolitler iiretir ve simdiye kadar 50°den fazla farkli
metabolit kesfedilmistir. VA’in glukuronid konjugasyonu, valproik asit glukuronidinin ve 2-n-
propil 2-pentenoik asidin olusumuna yol agar; her ikisi de terapdtik metabolitlerdir.
Mitokondrilerdeki yag asitlerinin B-oksidasyonu, her bir dongiide iki karbon birimini serbest
birakarak asetil-CoA iiretimi ile sonuclanir. Asetil-CoA, Krebs dongiisiine girerek sitrata
dondstiirtiliir. Bu nedenle, yag asidi B-oksidasyonu, hiicreler i¢in ana enerji kaynagini olusturur

(Gziut ve Thanacoody, 2024).

2.3.3. Valproik Asidin Etki Mekanizmasi

VA, beyin GABA konsantrasyonlarini artirir ve ndbetler ile diger noropsikiyatrik
durumlan tedavi etmekte kullanilir (Yoshioka ve dig,, 2023). VA, GABA-A ve GABA-B
reseptorleri lizerinde dogrudan etkili olarak GABA’nin inhibe edici fonksiyonunu artirir. Bu
mekanizmalar, VA’in antiepileptik bir ila¢ olarak etkisini destekler. Ek olarak, ekzoseliiler
serotonin ve dopamin seviyelerini artirdigi bulunmustur; bu durum, maddenin bipolar bozukluk

tizerindeki etkisini agiklayabilir (Gziut ve Thanacoody, 2024).

VA, bilinen bir FDA onayli histon deasetilaz inhibitoriidiir. Bu nedenle, VA, diyabet,
fibrotik hastaliklar, kanser gibi durumlar i¢in yardimer terapotik ajan olarak kullanilmistir. VA,
tiimor hiicrelerinde apoptozu, farklilasmayi ve immiinojenisiteyi indiikleme ve metastaz ile
anjiyogenezisi azaltma yetenegine de sahiptir. Bunun yani sira, VA’in birincil metabolitleri 2-
propil-2-pentenoik asit ve 2-propil-4-pentenoik asit (A4 VA) 6zellikle, A4 VA metaboliti VA’in
hepatotoksik potansiyeli, Reye benzeri sendrom ve teratojenitesi ile iligskilendirilmistir. VA
metabolitlerinin ¢ogunlugu (%30-50) idrarla atilmakta, yalnizca kiigiik bir fraksiyonu (%?3)
degismemis olarak atilmaktadir (Ezhilarasan ve Mani, 2022).
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2.3.4. Toksik Etkiler ve Yan Etkiler

VA kaynakli akut zehirlenme ile iligkili Sliimlerin baslica nedenleri, sinir sistemi
toksisitesi, hiperamonyemi nedeniyle ortaya ¢ikan ensefalopatiye bagl ilag kaynakli sok, akut
karaciger ve bobrek yetmezligi ile hemodinamik instabiliteye katkida bulunan solunum
depresyonudur (Liu ve dig., 2023). Ilac etiketinde, hepatotoksisite, teratojenite ve pankreatit
gibi yasami tehdit eden yan etkiler i¢in siyah kutu uyarisi bulunmaktadir. VA ayrica ATP
tiretimini azaltarak mitokondrial bozulmaya neden olur; bu durum, VA tedavisinin sona

ermesinden sonra bile devam etmektedir (Ezhilarasan ve Mani, 2022).

VA’in bulanti, kusma ve pankreatit gibi gastrointestinal, tremor, bas agrisi ve
ekstrapiramidal semptomlar gibi nérolojik yan etkileri de miimkiindiir. Hematolojik yan etkiler
(anemi ve trombositopeni) ve endokrin sistem bozukluklari (uygunsuz antidiiiretik hormon
salimim sendromu ve dismenore) da belgelenmistir. VA’in ¢esitli norolojik bozukluklarin
tedavisindeki etkinligine ragmen, uzun siireli kullanim1 polikistik over sendromunun birgok
ozelligini  indiikleyebilecegi  bilinmektedir; bunlar arasinda adet diizensizlikleri,
hiperandrojenizm, polikistik overler ve obezite yer almaktadir (Inada ve dig., 2012; Gziut ve

Thanacoody, 2024).

VA, sitozolde koenzim A ile baglanarak valproil-CoA olusturur. Bu metabolit terapotik
bir etki gosterirken, hassas bireylerde mitokondrial DNA azalmasina neden olabilir. Valproil-
CoA'nin mitokondri matrisine transferi i¢in L-karnitine ihtiya¢ vardir; burada p-oksidasyon
gerceklesir. B-oksidasyon sirasinda 2-en-VA da iretilir ve bu metabolit norotoksik olup,
diplopi, ataksi, nobetler ve biligsel bozukluklar gibi semptomlara neden olabilir. VA
konsantrasyonlar1 akut asir1 doz veya yiliksek doz kronik kullanim gibi terapotik seviyeleri
astiginda, VA metabolizmasi o-0ksidasyona kayar. Bu, karbamoil fosfat sentetaz 1’i (CPS1)
inhibe eden toksik metabolitler iiretebilir. CPS1, amonyagin mitokondride bikarbonat ile
baglanmasimi katalize etmek i¢in gereklidir. Bu asama olmadan, amonyak iire dongiisiine
giremez ve idrarda atilamaz. Dolayisiyla, CPS1 inhibisyonu serum amonyak seviyelerinin

artmasina yol acar (Gziut ve Thanacoody, 2024).

VA tedavisinde, nadir olarak fatal hemorajik pankreatit, kemik iligi baskilanmas1 gibi
ciddi komplikasyonlar meydana gelebilir. Transaminazlarin, alkalen fosfatazin ve bilirubin

seviyelerinin ylikselmesi, VA alan hastalarin %44’i kadarinda, 6zellikle tedavinin ilk aylarinda
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geligebilir; ancak bu anormallikler genellikle zamanla veya ilag kesildiginde geri
doniistimliidiir. VA kaynakli lipid peroksidasyonu ve glutatyon azalmasi, VA kaynakli
hepatotoksisiteye etkide bulunabilecek diger mekanizmalardir. Siganlar iizerinde yapilan
calismalarda, 4-en-VA’in B-oksidasyon yoluyla reaktif ara triinlere, 6rnegin 2-propil-2,4-
pentadienoik asit (2,4-dien-VA) doniiserek mitokondrial GSH’nu azalttigi onerilmistir. -
oksidasyon metaboliti olan 2-en-VA, beyin ve plazmada biriktiginde beyin 6demine yol
acabilir. Bu metabolitin uzun bir eliminasyon yari 6mrii vardir. VA toksisitesi sirasinda [-
oksidasyon bozulsa bile, 2-en-VA birikimi, plazma VA’smin terapdtik konsantrasyonlara

donmesine ragmen uzun siireli koma durumuna neden olabilir (Lheureux ve Hantson, 2009).

VA’in serbest radikal iiretimi ile iligkili bir¢ok yasami tehdit eden yan etkisi vardir.
Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) VA toksisitesinin iyi bilinen bir nedeni oldugu kabul
edilmektedir. ROS olusumu, tiol gruplarini etkileyerek paraoksonaz (PON) gibi enzim
aktivitelerinde azalmaya neden olabilir; bu gruplar okside olabilir ve enzim aktivitelerini
azaltabilir. Bu enzimler, iyon tasinmasi i¢in dnemlidir ve 6zellikle beyinde antioksidan aktivite
gosterir. Protein karbonil (PC) ve ileri oksidasyon protein iiriinleri (AOPP) seviyeleri, ROS
tarafindan indiiklenen protein oksidasyonu i¢in onemli belirteglerdir (Turkyilmaz ve dig.,

2020).

VA, bilinen bir teratojendir ve hamileligin ilk trimesterinde kullanimi fetal valproat
sendromuna yol acar; bu sendrom, sinir tiipti defektleri, yiiz dismorfizmi, biiylime geriligi gibi
belirtilerle karakterizedir. VA plasentayr gegebilir ve fetusta, anneden daha yiiksek
konsantrasyonda bulunur (Ghodke-Puranik ve dig., 2013). VA, ¢ocuklarin gelisimsel déniim
noktalari, kognitif fonksiyon, otizm spektrum bozuklugu ve dil ve bellek islevleri gibi kotii
norogelisimsel sonuglarla iliskilendirilmistir. Fetal beynin gelisimindeki anormallikler, epilepsi

riskini artirabilir (Dreier ve dig., 2024).

2.3.5. Valproik Asit Toksisitesinin Yonetimi

VA, yiiksek oranda protein baglanmasi nedeniyle diisiik temizlenme (6-20 ml/saat/kg)
gostermektedir (Ghodke-Puranik ve dig., 2013).

Akut VA zehirlenmesinin kurtarma yontemleri esasen hemoperfiizyon, hemodiyaliz,

hemofiltrasyon gibi in vitro eliminasyon yontemleri ile L-karnitin ve meropenem gibi ilag
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tedavisini igermektedir (Liu ve dig., 2023). Akut VA asirt dozunun tedavi stratejileri,
destekleyici Onlemleri, sivi resiisitasyonu, IV bikarbonat ile asidozun diizeltilmesini ve
gerekirse bobrek replasman tedavisini igerir. Hemodiyaliz, VA’in eliminasyon yar1 dmriinii 2.5
saate diisiirebilir ve metabolik parametreleri normallestirmeye yardimci olabilir. Ayrica,
hemodiyaliz sadece VA’in eliminasyonuna yardimci olmakla kalmaz, ayn1 zamanda amonyak

konsantrasyonlarini da diisiiriir (Gziut ve Thanacoody, 2024).

2.4. MORINGA OLEIFERA

2.4.1. Tamimi, Botanik Ozellikleri ve Yetisme Alanlar:

Moringa oleifera (M. oleifera), Moringaceae familyasina ait, kiigiik bir agactir. Kuzey
Hindistan alt-Himalaya kusagindan koken aldigi bilinir. M. oleifera bitkisi, Hindistan, Vietnam,
Umman, Katar, Suudi Arabistan, Filipinler, Birlesik Arap Emirlikleri, Afganistan, Banglades,
Nepal, Burkina Faso, Gana, Eritre, Iran, Etiyopya, Gambiya, Haiti, Gine, Endonezya, Togo,
Kenya, Kiribati, Liberya, Mali, Marshall Adalari, Myanmar, Nijer, Moritanya, Nijerya, Kuzey
Mariana Adalari, Pakistan, Yemen, Senegal, Sierra Leone, Sudan, Tanzanya, Tayland, Uganda,
Malezya ve Zanzibar gibi 48’den fazla lilkede yaygin olarak bulunmaktadir. Moringa kurakliga
dayaniklilik, hizli biiylime ve suya ihtiya¢ duymayan tropik alanlara iyi uyum saglama
ozelliklerine sahiptir. Diinya {izerindeki en degerli agaclardan biri olarak kabul edilir, ¢iinkii
bitkinin neredeyse tiim parcalar1 farkli amagclar i¢in kullanilabilir. Moringa yapraklarinda et
proteinlerinde bulunan metiyonin, lizin, izolGsin, valin ve treonin gibi amino asitler
bulunmaktadir. M. oleifera’da bulunan fenolik bilesikler, lipid serbest radikallerini inaktive
etme ve hidroperoksitlerin serbest radikallere doniisiimiinii nleme yetenekleri nedeniyle ana
antioksidanlar olarak kabul edilmektedir. Bu fenolik bilesikler, redoks 6zellikleri sayesinde
tekli oksijeni sondiirme ve peroksitleri par¢alama gibi énemli islevler goriir (Jikah ve Edo,
2023).

M. oleifera yapraklarinin alkaloidler, karotenoidler, flavonoidler, polifenoller, fenolik
asitler, tanenler, saponinler ve vitaminler gibi bir¢ok fitokimyasal bilesen icerdigi bildirilmistir.
Bu tiiriin en dikkat cekici Ozellikleri arasinda antioksidan ve anti-inflamatuar 6zellikler
bulunmaktadir. Yapraklarmin A ve C vitamini, beta-karoten, klorojenik asit, kaempferol ve

kuersetin acisindan zengin oldugu ve bu bilesenlerin antioksidan o6zelliklerine katkida
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bulundugu belirtilmektedir. M. oleifera yapraklari, besin agisindan zengin bir kaynak olup,
polifenolik ve flavonoid bilesenler sayesinde antitiimor, antiinflamatuar, antiiilser, anti-
aterosklerotik ve antikonviilsan 6zellikler tasimaktadir. M. oleifera yapraklarinin epilepsinin
tedavisinde potansiyele sahip oldugu belirtilmektedir (Alam ve dig., 2023). Hayvanlarda
yapilan anti-epileptik ¢aligmalar, ekstraktin, stres kaynakli pro-inflamatuar belirtegleri
baskilayarak ve anti-inflamatuar belirtegleri artirarak nobetleri azalttigini gostermistir (Fayez
ve dig., 2023). Kaempferol ve kuersetin, Moringadaki en bol flavonollerdir ve bunlarin bir¢ok
seker grubu ile bagh glikozitleri bulunmaktadir (6rnegin, asetil heksoz, heksoz ve rutosid).
Ayrica, Moringa ekstrelerinde toplam 22 yag asidi tespit edilmistir ve bunlarin ¢ogu doymamis
yag asitleridir (Shakour ve dig., 2023). Bu bitkinin yapraklari, tomurcugu, ¢icekleri, kokleri ve
baklalar1 hem yemeklik hem de tibbi amaclarla genis ¢apta tiiketilmektedir. Bilimsel ¢alismalar,
bu bitkinin anti-inflamatuar, anti-kanser, karaciger koruyucu, néroprotektif ve yaslanma karsiti
ozelliklerini dogrulamaktadir (Azeem ve dig., 2023). Moringa oleifera protein, kalsiyum ve
vitamin agisindan zengin olmasi nedeniyle “Hayat Agaci” olarak bilinir (Wang ve dig., 2022).
Bitki, “Mucize Agag¢”, “Annelerin En lyi Arkadasi”, “Asla Olmez” ve “Benzolive Agac1”
olarak da adlandirilmaktadir. Nil Nehri vadisinde ise bu aga¢ “Shagara al Rauwaq” olarak
adlandirilir ve bu da “Sifa Veren Aga¢” anlamina gelir. Geleneksel olarak, bu bitki yaralarin,
agrilarin, tlserlerin, karaciger hastaliginin, kalp hastaliginin, kanserin ve iltthaplanmanin
tedavisinde kullanilmaktadir. Farmakolojik ¢alismalar, bitkinin ¢esitli par¢calarindan elde edilen
0zlerin karaciger koruyucu, kalp koruyucu ve anti-inflamatuar potansiyelini dogrulamaktadir.

Bitkinin her pargasinda bioaktif bilesenlerin bulundugu tespit edilmistir (Pareek ve dig., 2023).

Bitki, ekimden 6 ay sonra ¢igeklenmeye baslar; cicekler 2 cm genisliginde ve yaklagik
1.5 cm uzunlugundadir. Meyve, li¢ kenarli kahverengi bir kapsiil olup, yaklasik 2045 cm
boyutunda, i¢inde 1 cm capinda kiiresel koyu kahverengi tohumlar tasir. Tohumlar,
polenlesmeye yardimci olan ince, beyaz kanatlara sahiptir, riizgar veya su ile uniform bir
sekilde dagilmalarini saglar. Dogrudan fidancilik yontemi en yiliksek ¢cimlenme oranini gosterir

(Arif ve dig., 2023).
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Sekil 2.2: Moringa oleifera’nin ¢esitli kisimlari

(a) Moringa cigekleri; (b) Moringa meyveleri; (¢) Moringa agaci; (d) Moringa kabugu; (e)
Kurutulmus, kabugu soyulmamis Moringa tohumlari (temizlenmemis); (f) Kurutulmus, kabugu
soyulmus Moringa tohumlart; (g) Kurutulmus Moringa yapraklart; (h) Moringa alternatif
yapraklart; (i) Temizlenmis, kabugu soyulmamis Moringa tohumlari (Jikah ve Edo, 2023).

2.4.2. Besin Degeri ve Terapotik Ozellikleri

Moringa, bircok hayati mineral ve vitamin icermektedir, A, B, C, D ve E gibi 6nemli
vitaminleri igerir. Vitaminlerin yani sira, Moringa kalsiyum, demir, ¢inko, bakir, potasyum,
fosfor, selenyum, kromat ve benzeri bir¢ok mineral de icermektedir. Ayrica, protein ve cesitli
amino asitler de bulundurur (Jikah ve Edo, 2023). Zengin besin bilesimi disinda, M. oleifera’nin
ikincil metabolizmasi {izerine yapilan onceki ¢alismalar, flavonoidler, alkaloidler, steroidler,
saponinler, glukosinolatlar, antrakuinonlar, tanenler, fenolik asitler ve terpenler gibi bir¢ok
fitokimyasal smifin varligini ortaya koymustur. Bu karmasik kimyasal bilesim, Moringa
bitkisinin antioksidan, bagisiklik artirici, antimikrobiyal, yaralarin iyilesmesine yardimci,
antiviral, antikanser, antiiilser, laktojenik, antihiperlipidemik, antidiyabetik, antiobezite,

hipotansif, antiastim, kemik saglig1, skorbiit, merkezi sinir sistemi baskilayici ve ates diistiriicii
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gibi ¢esitli farmakolojik etkilerine katkida bulunmaktadir. M. oleifera yaprak alkol ekstraktinin
oksidatif strese ve inflamasyona karsi diren¢ saglandigi da belirtilmistir (Shakour ve dig.,

2023).

Serbest radikallerin azaltilmasi, antioksidan enzimlerin ifadesinin artmasiyla birlikte
lipid peroksidasyonunun azalmasina yol agmaktadir. Fenolik bilesikler, bitkilerde bulunan ve
antioksidan, antikanser ve noroprotektif etkinlik gibi bir¢cok terapotik uygulama sergileyen
benzersiz ikincil metabolitlerdir. Hidroksil gruplarinin varligi, fenolik bilesiklerin serbest
radikal temizleme kapasitesine 6nemli 6l¢lide katkida bulunmaktadir. Bulgulara dayanarak, M.
oleifera yapraklarinin etanol ekstraktlari giiglii antioksidan, serbest radikal temizleme ve

antiepileptik etkilere sahiptir (Alam ve dig., 2023).

Besin, temel amino asitler ve demir, kalsiyum ve potasyum gibi minerallerin
mevcudiyeti nedeniyle, yapraklar agacin en ¢ok incelenen bilesenidir (Gharsallah ve dig.,
2023). Sadece 100 g kurutulmus yapragi, havugtaki vitamin A iceriginin 10 kati, portakalda
bulunan askorbik asidin 12 kati, siitteki kalsiyum igeriginin 17 kati, muzda bulunan potasyum
iceriginin 15 kati, 1spanaktaki demirin 25 kati, yogurttaki protein iceriginin 9 kat1 ve 40’tan
fazla dogal antioksidan igermektedir. Aragtirmalar, Moringa yaprak ekstraktinin GABA benzeri
etkisi nedeniyle epileptik ve anksiyete ile iligskili semptomlar1 hafifletmede iistiinliigiinii ortaya

koymustur (Fayez ve dig., 2023).

Moringa yapragi ekstrakti, yiiksek besin ve antioksidan degerine sahip olup terapotik
ajan olarak kullanilmaktadir. Moringa yapragi ekstrakti, temel besin maddeleri, karbohidratlar,
yaglar, proteinler, lifler, mineraller ve vitaminlerden olusmaktadir. Ayrica, reaktif oksijen
tirlerini (ROS) azaltarak stresi hafifletmede gii¢lii bir rol oynayan antioksidanlar, fenoller,
flavonoidler, karotenoidler, tokoferol, askorbik asit ve oksalik asit gibi bilesenler igerir.
Moringa oleifera yapraklari, en yiiksek konsantrasyona sahip olan glutamik asit, aspartik asit
ve losin ile birlikte, amino asitler agisindan 6nemli 6l¢iide yliksek miktarlara sahiptir. Moringa
ekstraktlari, antioksidan enzimatik mekanizmalari (yani, CAT, POX, SOD, ve GR) tesvik eder
ve prolin igerigini artirarak, reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve malondialdehit (MDA) tarafindan

meydana gelen oksidatif hasar1 azaltmaya yardimci olur (Arif ve dig., 2023).

M. oleifera’da bulunan bioaktif bilesenlerin (flavonoidler, alkaloidler, tanenler,
izotiosiyanin ve beta-sitosterol) tedavi edici etkisi, hiperlipidemi, hipertansiyon,

hepatoprotektif, kanser karsiti, Alzheimer ve Parkinson hastaligi gibi kronik hastaliklarda
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belirtilmistir. Alkaloidler, fenolik asitler, glikozitler, steroller, glukosinolatlar, flavonoidler,
terpenler ve yag asitleri gibi bilesenlerin varligi, M. oleifera nin tibbi etkilerinden sorumludur

(Pareek ve dig., 2023).

M. oleifera’nin antiinflamatuar etkisinin spesifik mekanizmasi, inflamatuar sitokinlerin
gen ekspresyon seviyelerini diizenlemek araciligiyla olabilir. Bu sitokinler arasinda, nitrik oksit
(NO) yer almaktadir. Ayrica, antioksidan enzimlerin (katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz
(SOD) ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi) gen ekspresyonunu diizenleyerek antioksidan rolii
oynamaktadir. M. oleifera, zengin aktif bilesenleri sayesinde sinir sistemi {izerinde koruyucu
etkiler de dahil olmak {izere cesitli islevlere sahiptir. M. oleifera, néroprotektif etkileri olan
flavonoidler ve polifenoller bakimindan zengindir. Ayrica, fenoller ve peptitler acisindan
zengin olan M. oleifera yaprak ekstraktinin hiperiirisemi ve metabolik bozukluklari

tyilestirebilecegini gostermistir (Su ve dig., 2023).

2.4.3. Moringa’nin Kullanim Alanlari

Bu bitkinin zengin biyolojik aktif ve besin 6zellikleri, onu saglik, kozmetik, tarim ve
gida endiistrisi gibi birgok alanda faydali hale getirir. M. oleifera, ayrica giibre, dogal pestisit,
bliylime hormonu, organik uyarici, hayvan yemi, balin aritilmasi, stabilizator, nisasta kaynagi,
cilt bakimi, sa¢ bakimi, biyoyakit, baglayic1 madde ve kagit yapimi gibi ¢esitli endiistrilerde
kullanilmaktadir (Jikah ve Edo, 2023). Bitki yapraklarindan yapilan preparatlar emziren
annelere ve vyetersiz beslenen bebeklere fayda saglamakta ve niifusun genel sagligini
tyilestirmektedir. Yapraklar, uykusuzluk ¢eken hastalar ve yaralarin tedavisi i¢in de yararh
olmustur (Pareek ve dig., 2023). M. oleifera, antioksidan, anti-inflamatuar, anti-tiimér, bagirsak
mikrobiyotasini iyilestirme, antibakteriyel, ndroprotektif ve metabolik sendromu iyilestirme

gibi cesitli aktiviteler sergilemektedir (Su ve dig., 2023).

Moringa yapraklarinda alkaloidler, saponinler, tanenler, steroidler, fenolik asitler,
flavonoidler, glukosinolatlar ve antosiyaninler gibi ¢esitli fitokimyasallar; kozmetik, farmasotik
ve gida endiistrilerinde uygulanabilecek farmasdtik faydalar igin yararlidir. Bitkinin, fenolik ve
flavonoid agisindan zengin olmasi, antioksidan, antimikrobiyal, antiobezite, antihipertansif,
anti-kanser ve anti-diyabetik ozellikler gosterir. Ote yandan, bitkide bulunan yiiksek tekli

doymamis yag asidi icerigi, ozellikle oleik asit, sagligi destekleyen uygun bir islevsel yenilebilir
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yagdir. M. oleifera, protein, vitamin, mineral ve karbohidratlarin miikemmel kaynaklar

sayesinde yetersiz beslenmeyi azaltma potansiyeline sahiptir (Gharsallah ve dig., 2023).

M. oleifera nin kullanimlari, hipertansiyon, anksiyete, ishal ve ditiretik gibi patolojik
degisikliklerde gozlemlenmektedir. Moringa ayrica dizanteri ve kolit tedavisinde de
kullanilmaktadir. Moringa yapraklarindan yapilan bir kompres, bezlerin iltihabi, bas agrisi ve

bronsit gibi iltihapli durumlar i¢in hizli bir ¢are olarak kullanilmaktadir (Pareek ve dig., 2023).

Yerel ciftgiler bu bitkiyi tarim {iriinii olarak yetistirmeye ve hasat etmeye ilgi
duymaktadirlar (Azeem ve dig., 2023). Diinyanin artan niifusunu beslemek i¢in yenilebilir
protein alternatif kaynaklarina ihtiyag vardir; bunlardan biri de dengeli bir amino asit
kompozisyonuna sahip olan M. oleifera yapraklaridir. Yaklasik 50 g yaprak tozunun, bir
kadinin hamilelik ve emzirme doneminde giinlik demir ve kalsiyum gereksinimlerini
karsilayabilecegi bildirilmektedir ve temel amino asitler, mineraller ve vitaminler
saglamaktadir (D’ Auria ve dig., 2022). Moringadan elde edilen ekstrakt hem de siirdiiriilebilir
tarim uygulamalarini ve mahsul iiretimini artiran ucuz, ¢evre dostu, yeni bir biyostimiilator ve
biyogelistiricidir. Moringa, diisiik maliyetle tohum ¢imlenmesini, bitki biiyiimesini, fotosentezi
ve verim Ozelliklerini tesvik eder. Ayrica, ciceklenmeyi artirir, ¢icek 6zelliklerini iyilestirir,
meyve vermeyi destekler, hasat sonrasi siireci iyilestirir ve meyve kalitesini artirir. Moringa,
bitki patojenlerine karsi dnemli bir biyopestisit olarak islev goriir ve hastalik yonetimi ile bitki

stirdiirtilebilirliginde kullanilir (Arif ve dig., 2023).

2.5. DALAK

2.5.1. Dalagin Anatomisi

Dalak, diyaframm sol kubbesinde yer alan, dokuzuncu, onuncu ve on birinci
kaburgalarla temas halinde olan intraperitoneal bir organdir. Uzun ekseni, onuncu kaburganin
sol tarafinda yer almaktadir. Saglikli yetiskinlerde dalagin ortalama cevresi 11 cm olup,
uzunlamasina oSlgiilen en genis kismi1 7 ile 14 cm arasinda degismektedir. Genellikle kanin
igerigine baglh olarak, agirligt 150-200 g arasinda degismektedir. Dalak gelisimi, gelisimin
besinci haftasinda baslar ve embriyonik visseral mezodermden kdken alir (Varga ve dig., 2018).
Dalak agirhiginin viicut agirligina orani, oldukca sabit kalir ve sicanlarda genellikle %0.2

civarindadir. Dalak, yogun lifli doku, elastik lifler ve diiz kaslardan olusan bir kapsiil ile
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cevrilidir. Dalagin kapsiiliiniin en dig tabakasi, histolojik kesitte az belirgin olan mezotelyal
hiicrelerden olugmaktadir. Kapsiilden dalak parankimine dogru yayilan diizensiz aralikli diiz
kas ve fibroelastik doku trabekiilleri vardir. Bu trabekiiller, kan ve lenfositlerin dalak lenf
diigtimlerine gog ettigi efferent damarlar olan lenf damarlari ile sinirleri de igerir (Cesta, 2006).
Memelilerde dalak, ikincil bir periferik lenfoid organ olarak kabul edilir ve kirmizi kan
hiicrelerinin bilinen bir deposudur. Dalak, 6zellikle yaslanmis ve hasar goérmiis hiicrelerin
temizlenmesinde 6nemli bir rol oynamakta ve kanin filtrasyonu agisindan kritik bir islev

iistlenmektedir (Brendolan ve dig., 2007).

Dalak, hematopoietik ve lenfoid unsurlari icermektedir, ekstramediiller hematopoiezin
birincil yeridir. Bununla birlikte, kan akisindan dejeneratif ve yash kirmizi kan hiicrelerini,
pargacikli maddeleri ve dolasan bakterileri de temizler (Suttie, 2006). Dalak, viicudun en biiytik
bagisiklik organi olarak kabul edilmektedir ve kan filtrasyonu, antijenler, yabanci cisimler ile

bagisiklik yanit1 gibi islevlerden sorumludur (Zhang ve dig., 2019).

Dalak, beyaz pulpa ve kirmizi pulpa olmak iizere iki ana bilesenden olusmaktadir, bu
iki bolgeyi birbirinden marjinal bolge ayiriyor. Beyaz pulpa, periferik olarak yer alan bir
merkezi arteriol ile birlikte agik bir germinal merkez iceren bir folikiilden olugsmaktadir ve
lenfositlerden olusan arteriyel lenfatik kilif ile ¢evrilmistir (Arshad ve dig., 2023). Kirmizi
pulpa, demir geri doniistimiiniin gergeklestirildigi bir alan olarak islev goriir ve burada
makrofajlar, yaslanan eritrositleri temizler. Beyaz pulpa, T ve B hiicre bolgelerinden olusur ve
bu organin bagisiklik hiicrelerinin biiyliik bir kismini barindirmaktadir. Ayrica, adaptif
bagisiklik yanitlarinin aktive oldugu bir bolge olarak islev goriir. Marjinal bolge, beyaz pulpayi
cevreleyerek, kirmizi pulpadan ayirmaktadir. Marjinal bdlge ayni zamanda, kanda yabanci
molekiilleri ve organizmalar1 taramakla gorevli ¢esitli bagisiklik hiicreleri ve stromal hiicreleri

igerir (Ghosh ve Stumhofer, 2021).

Insan dalagindaki ikincil folikiiller, bir germinal merkez, bir manto bdlgesi ve bir
yiizeysel bolgeden olusan ii¢c zona sahiptir. Insanlarda, kirmiz1 pulpada bulunan arterioller ve
kilifli kilcallar, B hiicreleri tarafindan cevrelenmistir. Parcaciklar1 ve diger antijenleri,
mikroorganizmalari ve yaslanmis kirmizi kan hiicrelerini kandan temizlemenin yani sira, dalak
farelerde B hiicrelerinin olgunlagsmasinin son agsamalarinda rol oynarken, insanlarda bellek B
hiicreleri, trombositler ve monositler i¢in 6nemli bir depo islevi gormektedir. Farelerde,

siganlarda, insanlarda ve diger tiirlerde, kirmizi pulpa kordonlar1 genis bir biiyiik makrofaj



21

poplilasyonunu barindirmaktadir. Bu makrofajlar, venoz siniis endotelyumunun hemen altinda
yer alir. Dalak kordonlari, bag dokusu bosluklarinda biiyiik sayida eritrosit, trombosit ve beyaz
kan hiicresi icermektedir. Mobilize edilebilir tiim insan trombositlerinin yaklasik tigte birinin
dalak kirmizi pulpasinda depolandigi varsayilmaktadir. Hizla kosan ve dalan hayvanlar,
eritrositleri dalakta biriktirir ve bu hiicreleri dalak kasilmalari ile egzersiz sirasinda serbest

birakirlar (Steiniger, 2015).

Sempatik sinirler
Kapsil

Sinus
Kirmizi pulpa

Ana arter 4 . % =% : T ve B hiicreleri
i e | -

Toplar damar

Sekil 2.3: Dalaktaki gesitli bagisiklik hiicrelerini igeren alanlarin sematik tasviri (Lori ve dig.,
2017).

2.5.2. Dalagin Histolojisi

Dalak, kanin fagositik ve immiinolojik filtresi olarak islev goren en biiyiik lenfoid organ
olarak kabul edilmistir. Dalak beyaz pulpasi esas olarak lenf nodlarindan olusurken, kirmizi

pulpasi beyaz ve kirmizi kan hiicrelerinden olusmaktadir (Alcantara ve dig., 2023).

Beyaz pulp, merkezi bir arteriol etrafinda yer alir ve periarteriolar lenfoid ortii (PALS,
T-hiicre alani), bitisik folikiiller (B-hiicre alan1) ve marjinal bolgeyi (B-hiicre alani) igerir.
Lenfositlerin yani sira, marjinal bdlge belirli makrofaj popiilasyonlarini da igerir. Marjinal
bolge, beyaz ve kirmizi pulp arasinda yer alir ve marjinal bolge ile kirmizi pulp arasindaki

kesisim her zaman belirgin degildir (Elmore, 2006).
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Marjinal alan, kirmizi pulpa kordon makrofajlarindan fonksiyonel olarak farkli olan
lenfositler ve makrofajlar igerir. Bu hiicrelerin, yeni farklilasmis B-lenfositlerini ¢ekerek
marjinal alanin anatomik yapisini korumada 6nemli oldugu goriilmektedir (El-Bassossy ve dig.,

2023).

Kirmiz1 pulpa, dalak iplik¢ikleri ve vendz siniislerden olusan ii¢ boyutlu bir ag yapisina
sahiptir. Dalak iplik¢ikleri, retikiiler lifler, retikiiler hiicreler ve bunlarla iligkili makrofajlardan
olusmaktadir. Iplik¢ikler arasindaki alanlarda, eritrositler, graniilositler ve mononiikleer
hiicreler dahil olmak iizere kan hiicreleri bulunmaktadir. Ayrica dalak iplikgikleriyle iligkili
olarak, antijene 6zgii farklilasma sonrasi follikiillerden ve dis PALS’tan g6¢ eden lenfositler,
hematopoietik hiicreler, plazma hiicreleri ve plazmablastlar da yer alir. Beyaz pulpa; lenfositler,
makrofajlar, dendritik hiicreler, plazma hiicreleri, arterioller ve kapillerlerden olusan bir

retikiiler ¢ergeve ile yapilandirilmistir (Cesta, 2006).

2.5.3. Dalagin Fizyolojisi

Dalak, diger lenfoid organlardan farkli olarak afferent lenfatik damarlar
bulundurmamakta olup, temel fonksiyonlarin1 sistemik dolasimla iligkili olarak
gerceklestirmektedir. Kirmizi pulpa, dalakta demir, eritrositler ve trombositler icin bir
depolama alanidir. Dalak, viicuttaki lenfositlerin yaklasik dortte birini igeren en biiytik ikinci
lenfoid organ olup, merkezi arteriyolleri ¢evreleyen beyaz pulpa vasitasiyla kan yoluyla taginan
antijenlere karsi bagisiklik tepkilerini baslatmaktadir. Dalakta c¢esitli pigmentler bulunur.
Fagositoz edilen eritrositlerin hemoglobininden elde edilen demir, dalakta depolanmak tizere
hemosiderine doniismektedir. Demir pigmentleri (hemosiderin ve ferritin) kirmizi pulpadaki
makrofajlarin sitoplazmasinda en yaygin pigmentler olmaktadir. Dalakta melanin iceren
melanositler, genellikle trabekiillerde veya kirmizi pulpada, lipidlerin oksidasyonundan
kaynaklanan ceroid ve lipofuskin ise hiicrelerin yaslanmasi sonucu az miktarda kirmizi
pulpadaki makrofajlarda bulunmaktadir (Cesta, 2006). Dalak, kan yoluyla tasinan partikiillerin
filtrelenmesi ve temizlenmesinde dnemli bir rol oynamaktadir. Dalaktaki marginal bolge, siniis
astarii olusturan retikiiler hiicreler, marginal bolge B hiicreleri, dendritik hiicreler, marginal
metallofilik makrofajlar ve marginal bolge makrofajlarindan olugsmaktadir. Marginal bolgede,

kan terminal arteriyollerden agik siniislere gecer, kan akisi yavaslar ve kan yoluyla taginan
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pargaciklar yiiksek verimlilikle tuzaklanilir (Aichele ve dig., 2003). Dalak, normal viicutta
fagositozu kolaylastirir ve enfeksiyonlara karsi savunma yapar (Wang ve dig., 2023). Bir diger
onemli nokta, dalagin normal fizyolojik trombosit seviyelerinin korunmasinda énemli bir rol
oynamasidir. Trombositler siirekli olarak dolasimdan ¢ikarilir veya depolanir ya da dalakta
lenfositler tarafindan yok edilir. Dalakta kirmizi kan hiicrelerinin salinimi, sempatik sinir
sistemi tarafindan kontrol edilmektedir (Brendolan ve dig., 2007). Dalak, yaslanmais eritrositleri
dolasimdan uzaklastirmanin yani sira, kan yoluyla taginan mikroorganizmalarin ve hiicresel
atiklarin etkili bir sekilde temizlenmesini saglar. Bu ozellikleriyle, dalak antibakteriyel ve

antifungal bagisiklik tepkilerinde hayati bir rol oynayan bir organdir (Hu ve dig., 2014).

2.5.4. Dalagin Bagisikhik Sistemi Uzerindeki Etkileri

Dalak, viicutta 6nemli bir immiinolojik organ olup, periferik lenfoid organ olarak
bagisiklik yanitlarini diizenlemede gorev yapmaktadir (Nawaz ve dig., 2023). Kronik iltihap
yanitlarindan kaynaklanan hastaliklar1 6nlemek igin yeterince giiglii bir bagisiklik sistemine
ithtiyag¢ vardir ve dalak, bagisiklik sistemi hiicrelerinden olan lenfositlerin en yogun bulundugu
organlardan biridir (Juliastuti ve dig., 2022). Dalak, retikiilloendotelyal sistemin 6nemli bir
bileseni olup, enfeksiyon ve travma sonrasi gelisen sistemik inflamasyonun diizenlenmesinde

kritik bir rol oynamaktadir (El-Bassossy ve dig., 2023).

Dalak, intraven6z yolla verilen bilesiklerin viicuttan atilmasinda kritik bir rol
oynamaktadir. B ve T lenfositlerinin varligi nedeniyle, ksenobiyotiklerin veya metabolitlerin
bu hiicre popiilasyonlari tizerindeki immiin toksik etkileri dalakta gozlemlenebilir. Radyasyona,
virlislere veya T hiicrelerinin nekroza ya da apoptoza ugramasina neden olabilecek ilaglara
maruz kalma, dalagin PALS bolgesindeki hiicre sayisinda azalmaya yol agabilir. Ayrica,
lenfositlerin yok edilmesine yonelik durumlarda, sistemik lenfosit sayilar1 belirgin bir sekilde
azaldiginda, kirmizi pulpta da lenfosit hiicre sayisinda azalma tespit etmek miimkiindiir.
Kirmiz1 pulp, lenfositler ve makrofajlar igermesine ragmen, agirlikli olarak kirmizi kan
hiicrelerinden olugmaktadir (Elmore, 2006). Beyaz pulpa, kan yoluyla tasinan antijenler ve

antikorlar ile etkileserek bagisiklik yanitin1 aktive eden bir bolgedir (Varga ve dig., 2018).

Dogal antikorlar, enfeksiyonlara karsi baglangi¢c savunmasinda rol oynamanin yani sira,
antijenin  dalaga yonlendirilmesine yardimci olarak adaptif bagisiklik  yanitim

giiclendirmektedir (Brendolan ve dig., 2007). Dalakta meydana gelen biiyiime, gelisim ve yap1
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degisiklikleri, viicudun bagisiklik yaniti ve direnci iizerinde dogrudan etkiler yaratabilmektedir

(Hu ve dig., 2014).

Dalak, normal sartlar altinda fagositozu kolaylastirarak enfeksiyonlara karsi savunma
islevi goriir. Ancak, sepsis durumunda dalak hasar1 meydana geldiginde, asir1 bir iltihaplanma
bagisiklik yanmitini tetikleyebilir. Sepsis kaynakli dalak hasari, iltihaplanma yanitlarini
tetiklemenin yani sira oksidatif stres ve apoptozla birlikte seyreder. Oksidatif stresin belirgin
bir 6zelligi, malondialdehit (MDA) seviyelerindeki artis iken, SOD, CAT ve GPx gibi
antioksidan enzimler, hiicresel ve dokusal oksidatif hasara karsi etkili bir koruma saglar (Wang

ve dig., 2023).

Dalakta sempatik sinir sistemi liflerinin yogun bir sekilde yerlestigi ve bu liflerin
sinaptik ug¢larmin bagisiklik hiicreleriyle etkilesime girdigi, yapilan c¢esitli deneysel
caligmalarla gdsterilmistir. Salinan norotransmitterler, makrofajlar veya lenfositler gibi
bagisiklik hiicrelerinin yiizeyindeki spesifik reseptorlerle etkilesime girerek, bu hiicrelerin
yanitlarini diizenlemektedir. Bunun yani sira, dalaktaki bagisiklik hiicreleri ile dalak i¢indeki
otonom sinir sisteminin lifleri arasinda temel bir baglant1 olmaktadir. Sempatik sinir sistemi,
dalakta salinan noradrenalin araciligiyla bagisiklik hiicrelerinin faaliyetlerini diizenlemektedir

(Lori ve dig., 2017).

2.5.5. Dalagin Hematolojik Sistem Uzerindeki Etkileri

Dalak, kani filtreleyen bir organ olarak oldukga vaskiiler bir yapiya sahip olmakta ve
igindeki kan akisi olduk¢a karmasik bir organizasyona dayanmaktadir. Kan, dalak arterinden
hilus araciligiyla dalaga girer. Dalak arteri, dalak parankimine girerken trabekiiler arterlere
dallanir. Kiigiik arteriyoller, trabekiiler arterlerden dallanarak kirmizi pulpa girer ve burada
merkezi arteriyollere doniisiir, merkezi arteriyoller ise lenfoid doku ile ¢evrilidir. Daha kiigiik
arteriyoller, merkezi arteriyollerden dallanarak beyaz pulpadaki kapiler yataklarina besleme
saglamaktadir. Bu arteriyollerin bir kismi, beyaz pulpa ile marginal bolgenin birlesiminde
marginal siniiste sonlanirken, digerleri marginal bdlgede sonlanmaktadir. Ayrica, bazi
arteriyoller beyaz pulpanin Otesine uzanarak kirmizi pulpadaki damar yapilariyla
birlesmektedir. Marginal siniise ve marginal bdlgeye ulasan kan, marginal bodlgeden
stizlildiikten sonra kirmizi pulpa yoniinde hareket eder. Dalaktaki kan akisinin biiyiik bir kisma,

kirmiz1 pulpanin organizasyonu ile iligkilidir ve bu siiregte, kanin yaklagik %90’1, kirmizi
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pulpanin retikiiler agini1 atlayarak dogrudan vendz siniislere ulagmaktadir. Merkezi arteriyoller,
beyaz pulpa ¢evresinde ilerlerken, beyaz pulpa miktar1 giderek azalmakta ve arteriyoller,
kirmiz1 pulpa i¢inde yer alan daha kiigiik damar yapilari ile devam etmektedir. Kirmizi pulpada
toplanan kan, trabekiiler venler araciligiyla daha biiyiilk ven6z damarlara tasinarak dalaktan
uzaklagtirilir. Ekstramediiller hematopoez, 6zellikle fetal ve neonatal donemlerde dalak kirmizi
pulpasinda yaygin olarak gozlenmektedir. Bu siirecte kirmizi pulpa, hematopoetik hiicrelerin
iiretimi i¢cin uygun bir mikrogevre saglamakta ve eritroid, miyeloid, megakaryosit kokenli

hiicrelerin farkli kombinasyonlarini bulundurmaktadir (Cesta, 2006).

Dalak, bagisiklik sisteminin ana organlarindan biri olup, ¢esitli bagisiklik hiicre
popiilasyonlarini barindirmaktadir. Dalakta, T ve B lenfosit popiilasyonlar1 ile makrofaj ve
dendritik hiicre popiilasyonlar1 bulunmaktadir. Bu hiicreler, dalakta bagisiklik yanitlarini
diizenler ve viicuda giren patojenlere karsi savunma saglar (Han ve dig., 2023). Beyaz pulpun
arteriolleri, periarteriyolar lenfoid ortii (PALS) ile ¢evrilidir ve T ve B lenfositlerinin yiiksek
derecede organize olmus adalarini olusturur. Eski ve hasar gormiis hiicreler ve kanla taginan

mikroorganizmalar burada yakalanarak fagosite edilmektedir (Brendolan ve dig., 2007).

Sekil 2.4: Dalagin kan damar yapis1 (Weinzirl ve dig., 2020).

Dalagn i¢ parankimaya dogru yonelen elastik ve lifli bir kapsiille ¢evrili olmasi, yapinin

stabilitesini siirdiiriilmesini saglamaktadir. Dalak arterinden c¢ikan merkezi arterioller,
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trabekiillerde dallanarak beyaz pulpayr ¢evreleyen marjinal bolge araciligiyla kirmizi pulpa

alanina akar ve sonrasinda kan ven6z siniislere yonlendirilir (Lori ve dig., 2017).

Kan, dalak kirmizi pulpasindaki kilcallardan ¢ikar ve vendz siniislerde toplanarak
drenaja yonlendirilir. Dalakta, kan hiicreleri siniislerdeki damar yapilarindan gegmeden 6nce
belirli bir filtrasyon siirecine tabi tutulurlar ve bu nedenle endotel bariyerini dogrudan

gecemezler (Steiniger, 2015).

2.5.6. Dalak Patolojileri ve Hastaliklar:

Dalakta iltihaplanma faktorlerinin salinimi sonucunda, pro-inflamatuar ve anti-
inflamatuar bilesenler arasindaki dengesizlik, hipertermi, yaygin koagiilasyon, yetersiz doku
perflizyonu ve oksidatif hasar gibi semptomlarin ortaya ¢ikmasina yol acabilir. Zayiflamis
dalaga sahip bireylerde, fulminan sepsis gelisme riski artmaktadir. Ayrica, sepsis hastalarinda
dalak dokusunda belirgin apoptoz gozlemlenmektedir (Wang ve dig., 2023). Sistemik
enfeksiyonlar sirasinda, dalak makrofajlar1 kan igerisindeki bakterileri temizler ve organizmayi
asir1 sepsis riskinden korur. Dalak alindiginda, sepsis riski genel popiilasyona kiyasla 10-20 kat
daha yiiksek olabilmektedir. Aspleniye sahip yenidoganlarda, mukozal alanlar ve deri yoluyla
gelisen bakteriyel enfeksiyonlar, hizla asir1 sepsise yol acar ve bu durum birkag saat iginde

o6liime sebep olabilir (Brendolan ve dig., 2007).

Dalak, lenfoid kolonizasyon gerceklesene kadar, yalnizca hematopoietik bir organ
olarak islev goriir. Ancak bazi kan veya hematopoietik organlarin patolojik durumlarinda
(myelofibrozis gibi) eritroblastlar, miyelositler ve megakaryositler dogumdan sonra dalak
icinde tutulmaktadir. Dalakla ilgili ¢esitli nadir konjenital anomaliler tanimlanmigstir. Bunlar
arasinda genellikle Ivemark sendromu ile iliskilendirilen aspleni (dalak yoklugu), organ
heterotaksisi ile baglantili olan polispleni (birden fazla dalak bulunmasi) ve heterotaksi

(organlarin normal anatomik pozisyonlarinin disina ¢ikmasi) belirtilir (Varga ve dig., 2018).

Bagisiklik sistemi bilesenlerinde meydana gelen lezyonlar, dalak fonksiyonunu ve
yapisini olumsuz etkileyebilir. Dalak, toksik etkilere maruz kalan bir organ olup, bazi
kanserojen maddelerin de hedefi olabilmektedir (Suttie, 2006). Dalak fibrotik hale geldiginde,

orijinal fizyolojik islevi bozulur. Dalakta bir problem olustugunda, bu bagisiklik sisteminin
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islevini bozar ve bunun sonucunda viicutta metabolik hastaliklar da daha sik goriilebilir (Zhang

ve dig., 2019).

Yaslanan Sprague-Dawley sicanlarinda, lenfosit hiicre sayisinda belirgin bir azalma ve
miyelopoezde artis ile birlikte dalakta genisleme gozlemlenebilir (Elmore, 2006). Ayrica,
ilaclarin asir1 dozda kullanimi1 dalakta toksisiteyi tetiklemektedir (Prince ve dig., 2023).

2.6. ANTIOKSIDANLAR

Antioksidanlar, hiicresel oksidatif stres sonucu siirekli olarak olusan serbest radikallerin
ortadan kaldirilmasina yardimcir olarak oksidasyon-rediiksiyon (redoks) dengesinin
korunmasinda 6nemli bir rol oynar. Bunun yani sira, antioksidanlarin bazi1 enzimleri aktive
ettikleri ve gen ifadelerinde rol oynadiklar1 belirtilmektedir. Bu mekanizmalar, organizmanin
oksidatif stresle miicadele etmesine ve serbest radikalleri etkili bir sekilde kontrol altinda
tutarak fizyolojik dengeyi korumasina katki saglamaktadir (El-Bassossy ve dig., 2023).
Antioksidanlar, etki mekanizmalaria gore birincil antioksidanlar (radikal siipiirticiiler), ikincil
antioksidanlar (peroksitleri ve diger oksidanlari nétralize edenler) ve metal selatorleri
(selatlayicilar) olarak siniflandirilmaktadir.  Birincil —antioksidanlar arasinda, sentetik
bilesiklerden biitil hidroksianisol, biitil hidroksitoluen yer alirken, dogal antioksidanlardan
tokoferoller, flavonoidler ve gallik asit esterleri bulunmaktadir. Ikincil antioksidanlar arasinda
ise tiyoeterler, metiyonin gibi bilesikler yer almaktadir (Hes$ ve dig., 2019). Antioksidan sistemi,
enzimatik (SOD, GPx, CAT) ve enzimatik olmayan (C vitamini, E vitamini, karotenoidler ve
glutatyon) antioksidanlarla yiiksek reaktif oksijen tiirlerini en az reaktif ara {irlinlere
dontistiirmek ve oksitatif stresi azaltmak i¢in caligmaktadir. Dokulardaki antioksidanlarin
seviyesindeki degisiklikler, oksidatif strese karsi1 hiicresel yanit1 yansitmaktadir (Arshad ve dig.,
2023). Antioksidan sistemi, esas olarak stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx)
ve toplam antioksidan kapasitesi (TAS) gibi antioksidan savunma bilesenlerini igermektedir.
TAS, viicutta bulunan enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlarin birlesik seviyesini
temsil etmektedir. TAS taki bir azalma, genellikle oksidatif stresin artisiyla iliskilidir ve bu da
cesitli hastaliklarin gelisimine zemin hazirlayabilir. SOD ve GPx, birbirini tamamlayici sekilde
calisarak hiicreleri oksidatif hasarlardan korur ve viicutta giiglii bir antioksidan savunma
mekanizmasi olustururlar (Han ve dig., 2023). Antioksidan enzimler, serbest radikalleri etkili
bir sekilde temizleyerek hiicre membraninda lipid peroksidasyonunu baskilar. Bu siirec,

malondialdehit (MDA) sentezini azaltarak membran hasarinin 6nlenmesine katki saglamaktadir
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(Hu ve dig., 2014). GSH, tioredoksin, askorbik asit gibi antioksidanlar ve SOD, GPx, CAT,
gibi koruyucu enzimler oksidatif strese karsi koyarak hiicre bilesenlerini hasardan
korumaktadirlar. Tokoferoller, askorbik asit, karotenoidler, flavonoidler, amino asitler,
fosfolipidler ve steroller gibi antioksidanlar, tiiketilen gidalarda bulunan dogal
antioksidanlardir. Bu maddeler, serbest radikalleri ve diger oksidatif bilesenleri etkili bir sekilde
notralize ederek hiicrelerin oksidatif stresle basa ¢ikmalarina yardimei olmaktadirlar. Buna ek
olarak, antioksidanlar metabolik ve ksenobiotik oksidanlarin olumsuz etkilerini azaltarak
viicudu akut ve kronik hastaliklara karsi koruyabilir (Ali ve dig., 2019). Kronik oksidatif stres
durumunda, 6zellikle GSH, SOD, CAT ve GPx enzimlerinin aktiviteleri olumsuz sekilde
etkilenebilir (Juréackova ve dig., 2023). Saglikli kosullar altinda, reaktif oksijen tiirleri (ROS),
viicuttaki antioksidan sistemlerle dinamik bir denge icinde bulunmaktadir. Ancak, SOD, GPx
ve CAT gibi antioksidanlarin seviyelerinin azalmasi veya islevlerinin bozulmasi, ROS
birikmesine ve bunun sonucunda hastaliklarin gelisimine yol agabilir (Zhang ve dig., 2019).
GPx ve CAT, hidrojen peroksiti (H202) zararsiz hale getirerek oksidatif strese karsi koruma
saglamaktadir. Baz1 dokularda CAT aktivitesinin diisiik oldugu durumlarda, GPx sistemi ve
glutatyon H>02’yi temizlemek i¢in devreye girmektedir. Bu antioksidan enzimler birbirleriyle
iligkili bir sekilde ¢aligsmakta olup, aktivitelerindeki azalma, ROS’un ve lipid peroksitlerinin

birikmesine yol agarak oksidatif stresin artmasina neden olmaktadir (Cheng ve dig., 2018).

Antioksidanlar, oksidasyon tepkimelerini yavaslatarak serbest radikallerin neden
oldugu zincir reaksiyonlar1 durdurabilmektedir. Insan viicudunda, CAT, SOD, GPx ve GR gibi
enzimler biyolojik savunma mekanizmalariin fonksiyonel bir sekilde isleyisinde énemli bir
rol iistlenmektedir. SOD, sitozol ve mitokondride bulunan ve metal iyonlan ile aktiflesen
multimerik yapida bir enzimdir. CAT ise mitokondride ve biiyiik 6l¢iide peroksizomlarda yer
alir. GPx, substrata kars1 CAT’a gore daha yiiksek bir afiniteye sahiptir ve yag asidi
hidroperoksitlerini indirgemesiyle bilinir. Bu 6zellik, hiicre zarindaki ¢oklu doymamis yag
asitlerini korumada onemli bir rol oynar. GR, oksitlenmis glutatyonu (GSSG) NADPH
kullanarak indirger, GSH ve GSSG oranimmi diizenlemeye yardimct olur. GSSG
konsantrasyonunun artis1, genellikle DNA kirilmasina, protein denatiirasyonuna ve lipid
peroksidasyonuna yol agmaktadir. A, C ve E vitaminleri gibi nonenzimatik antioksidanlar,
oksidanlarin neden oldugu hiicresel hasar1 engelleyerek DNA, proteinler, lipidler ve diger
molekiillere yonelik oksidatif saldirilar1 onler ve bdylece hiicresel biitlinliiglin korunmasina

katki saglar. E vitamini, hiicre membranlarin lipid peroksidasyonunda zincir kirict bir rol
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iistlenir ve bu mekanizma araciligiyla hiicre membranlarini lipid peroksidasyonuna kars1 korur.
Indirgenmis veya oksitlenmis formda glutatyon, tiim hiicre bilesenlerinde belirli
konsantrasyonlarda bulunmaktadir. GSH, oksidatif stresi azaltmada, redoks dengesini
korumada, metabolik detoksifikasyonu artirmada ve bagisiklik sistemini diizenlemede kritik bir

rol oynar (Sameni ve dig., 2023).

2.7. SERBEST RADIKALLER VE OKSIDATIF STRES

2.7.1. Serbest Radikaller

Reaktif oksijen, azot ve reaktif kiikiirt tiirleri, lipidler, proteinler ve DNA {izerinde
oksidatif hasara neden olmaktadir. Bu reaktif birlesikler, tipik olarak serbest radikaller ve
radikal olmayan oksidanlar olarak iki gruba ayrilmaktadir. Serbest radikaller genellikle
elektriksel olarak yiiklenmis olup, diger maddelerle reaksiyona girerek kendilerini nétralize
etme egilimindedirler. Reaktif oksijen tiirleri (ROS), reaktif azot tiirleri (RNS) ve reaktif kiikiirt
tirleri (RSS), viicutta meydana gelen ii¢ ana oksidan sinifin1 olusturur. ROS arasinda,
stiperoksit ve hidroksil radikalleri gibi serbest radikaller bulunurken, reaktif azot tiirlerinin ana
bilesenleri nitrik oksit ve peroksinitrittir. Ayrica, ROS’un tiol bilesikleriyle reaksiyona girmesi
sonucu reaktif kiikiirt tiirleri, 6rnegin thiyl radikali ve disiilfidler olugsmaktadir. Serbest
radikallerin etkileri, membran lipidlerindeki ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonundan
proteinlerin yapisal ve fonksiyonel degisikliklerine, DNA ipliklerinin kirilmasindan RNA
oksidasyonuna, mitokondri depolarizasyonu ve apoptoza kadar bir dizi 6nemli biyolojik stireci
igerir (Ali ve dig., 2019). Serbest radikaller, yiiksek reaktiviteye sahip molekiiller olarak, ¢esitli
enzimlerin oksidasyonunu tetikleyebilir ve membran lipidlerinde oksidasyon yaparak lipid
peroksidasyonuna yol agabilir. Bu siireg, serbest radikallerin ¢coklu doymamis yag asitleriyle
etkilesime girmesi sonucu gerceklesir ve hiicresel hasara neden olabilir (Prince ve dig., 2023).
Hiicre icindeki serbest radikaller, hiicresel ve molekiiler islevler iizerinde zararl etkilere yol
acar, hiicresel yapilar1 ve islevleri olumsuz etkiler; bu durum, DNA, lipidler ve proteinler gibi

temel biyomolekiiller iizerinde hasara neden olabilir (El-Bassossy ve dig., 2023).

Serbest radikallerin yiliksek seviyeleri, hiicresel hasar1 tetikleyen oksidatif stres
mekanizmalar araciligiyla beyin hasarlari, inme ve norodejeneratif hastaliklarin patogenezine

katkida bulunabilmektedir. Lipid peroksidasyonu, serbest radikallerin hiicre zarlarinda bulunan



30

¢oklu doymamais yag asitleri ile reaksiyona girerek oksidasyon meydana getirmesi sonucunda
olugmaktadir. Bu siire¢, hiicre zarinin yapisal biitiinliigiinii bozarak hiicresel islevlerde
aksamalara ve oksidatif strese neden olmaktadir. Nitrik oksit (NO), serbest radikal 6zellik
tastyan bir molekiil olup, ¢iftlesmemis elektronu sayesinde oksijen, siiperoksit anyonu, azot
tiirevleri ve gecis metalleri ile yiiksek reaktivite gostermektedir. NO, ¢esitli kosullar altinda
azot dioksit, azot trioksit, nitrat ve diger reaktif azot tiirlerine doniisebilmekte ve tioller ile
reaksiyona girerek reaktif kiikiirt tiirleri olustura bilmektedir. H20O,, sliperoksit anyonundan
daha az reaktif olmasina ragmen, hiicre zarlarindan gecebilme 6zelligi ve difiizyon yapabilmesi

nedeniyle biyolojik sistemlerde daha genis etki alanina sahip olmaktadir (Sameni ve dig., 2023).

Stiperoksit anyonu ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen tiirleri, mitokondrilerin yani
sira, endoplazmik retikulumda, peroksizomlarda ve sitozolde, lretilmektedir. Bu siireglerde,
baslica rol oynayan mekanizmalar arasinda solunum zinciri kompleksleri, NADPH oksidaz
enzimleri, ksantin oksidaz ve diger oksidatif enzimler yer almaktadir. Siiperoksit anyonu,
antioksidan enzim olan SOD tarafindan H>O2’ye doniistiiriilmektedir. Sonrasinda, fazla HO»,
antioksidan enzim CAT ve GPx araciligiyla su ve molekiiler oksijene indirgenir. SOD ve CAT,
GPx gibi antioksidan enzimler lipid peroksidasyonunu ve oksidatif stresi azaltarak oksidatif

dengenin saglanmasina katkida bulunmaktadir (Jurcackova ve dig., 2023).

2.7.2. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, hiicrelerde ve dokularda reaktif molekiillerin liretilmesi ve birikmesiyle
olusur. ROS, biyomolekiillere saldirarak hiicre hasarina yol agar ve bu da ¢ok sayida hastalik
ve metabolik bozukluga neden olur. SOD, CAT, GPx ve GSH, ksenobiotiklerin toksisitesini
degerlendirmek icin oksidatif stres biyomarkerleri arasinda yer almaktadir. MDA, hiicrelerde
¢oklu doymamis yag asitlerinin peroksidasyonunun son iiriinlerinden birdir ve oksidatif stres
kosullarinda serbest radikallerin artisina yol a¢gmaktadir. Dolayisiyla, MDA’daki fazlalik
oksidatif stresin varligini gosterir. S6z konusu parametrelerdeki varyasyonlar, oksidatif stresin
onemli gostergesi olarak kabul edilmektedir (Arshad ve dig., 2023). Oksidatif stresin
indiiklenmesi, biiyiik miktarda reaktif oksijen tiirlerinin tiretilmesi ile lipit peroksidasyonu,
protein yikimini artirarak amonyak seviyelerini yiikselmesi, DNA ayristirilmast ve dalakta
hiicre hasarina neden olan komplikasyonlara yol agar (Umoren ve dig., 2023). Lipid

peroksidasyonu, hiicre zariin bozulmasi, niikleik asit oksidasyonu ve hiicre hasari, oksidatif



31

stresin viicudun antioksidan savunma mekanizmasini tiikketmesi sonucu meydana gelir (Prince
ve dig., 2023). Yiiksek konsantrasyonlarda, birgok antioksidan pro-oksidan olarak davranarak
oksidatif stresi artirabilir ve toksisiteye yol acabilir (Hu ve dig., 2014). Biiylik miktarda ROS
tiretilmesi, oksidatif stresi artirarak oksidatif DNA hasarina yol agar. Bununla birlikte, asir1
ROS, MDA diizeylerini de artirarak hiicre yapisina ciddi zarar verir ve hiicre fonksiyonunu
etkiler. Oksidatif hasardan sorumlu baglica ROS’lar siiperoksit anyon radikalleri, hidroksil
radikalleri ve hidrojen peroksit gibi radikal olmayan oksidanlardir (Wang ve dig., 2023). Kronik
oksidatif stres, sinyal iletiminde, mitogenezde, hiicre 6liimii ve apoptozda degisikliklere neden
olabilir. Hiicrelerde kalici veya kronik oksidatif stresin varliginda, endojen antioksidan
diizenleyici sistemlerin, 6zellikle GSH, SOD, CAT ve GPx gibi enzimlerin fonksiyonlar1
genellikle azalmakta veya baskilanmaktadir (Jurackova ve dig., 2023). Viicutta siirekli
oksidatif stres, kronik iltihaplanmaya neden olabilir. Patolojik kosullar altinda, redoks
homeostazinin bozulmasi ROS’un asir1 {iretimine yol agar, bu da oksidatif strese ve oksidatif
hasara neden olur (Pan ve dig., 2023). Oksidatif stres, bircok kronik hastaligin patogenezinde
onemli bir rol oynamaktadir. Oksidatif stres ve iltihap, birbiriyle yakindan iliskili patofizyolojik
siirecler olup, pek cok patolojik durumda es zamanl olarak ortaya cikar. iltihap sirasinda,
makrofajlar gibi aktive olmus fagositik hiicreler, istilaci patojenleri yok etmek amaciyla yiiksek
miktarda ROS ve RNS iiretmektedir. Bu reaktif tiirlerin bazilar1 fagositik hiicrelerden disar

difiize olarak lokalize oksidatif stres ve doku hasarini tetikleyebilir (Sameni ve dig., 2023).

Bu tez caligmasinda, siganlarda sodyum valproat ile deneysel olarak olusturulan dalak

hasarina kars1 M. oleifera’nin olas1 koruyucu etkileri arastirilmasi hedeflendi.
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3. YONTEM

3.1. DENEYLERDE KULLANILAN CIHAZLAR VE ALETLER

Biyokimya Ana Bilim Dali’nda bulunan cihaz ve aletler kullanilmistir.

3.2. DENEYLERDE KULLANILAN KIMYASAL MADDELER

2,2’-Azino-bis (3-etil benzotiazolin 6-siilfonik asit) diamonyum tuzu (Sigma 11557), 4-
aminoantiprin (Sigma A4382), 1-butanol (Merck 100988), 4-dimetilaminobenzaldehid (Sigma
109762), 5,5’-ditiyobis (2-nitro benzoik asid) (Sigma D218200), d-(+)-fukoz (Sigma F8150),
d-(+)-glukozamin hidrokloriir (Fluka 49130), d-glukoz 6-fosfat sodyum tuzu (Fluka 49282), N-
(1-Naftil) etilendiamin dihidrokloriir monometanoat (Fluka 70720), L-arginin monohidrokloriir
(Merck 101543), L-hidroksiprolin (Merck 104506), L(+)-sistein hidrokloriir monohidrat
(Merck 2839), B-nikotinamid adenin dintikleotid (Sigma 43420), B-nikotinamid adenin
diniikleotid fasfat disodyum tuzu (Fluka 93205), 4-nitrofenil fosfat disodyum tuzu heksahidrat
(Fluka 71770), 1,1,3,3-tetra etoksi propan (Sigma T9889), 2-tiyobarbiitirik asid (Fluka 88481),
albumin (Merck 112018), benzoik asid (Fluka G145292), cinko siilfat heptahidrat (Merck
8881), diasetilmonoksim (Merck 2918), disodyum fosfat (Fluka 71642), disodyumhidrojen
fosfat (Merck 106580), dipotasyum tartarat (Merck 1950209), etilendiamintetraasetik asit
sodyum tuzu (Merck 2604134), fenol (Merck 5559), glutatyon rediiktaz (Sigma G3664),
HEPES (Sigma H3375), hidrojen peroksid (Merck 108600), kalsiyum kloriir (Fluka 21085),
ksantin (Sigma X0626), ksilenol orange (Merck 108677), meta-fosforik asid (Merck 100546) ,
o-dianisidin dihidrokloriir (Sigma D3252), okside glutatyon (Sigma G4376), orsinol
monohidrat (Sigma 01875), potasyum dihidrojen fosfat (Merck 104873), potasyum iyodiir
(Mallinckrodt 9688), potasyum kloriir (Merck 4935), rediikte NADPH tuzu (Sigma N1630),
riboflavin (Sigma 47861), siklohekzanon (Merck 102888), siyalik asit (Fluka 01400), sodyum
bikarbonat (Fluka 71628), sodyum hidroksit (Merck 106482), sodyum karbonat (Fluka 71351),
sodyum kloriir (Sigma 13423), sodyum meta arsenit (Sigma S7400), sodyum nitrit (Merck
6544), sodyum piruvat (Merck 260234), sodyum siilfat (Merck 822286), sodyum stilfat (Merck
822286), sulfanilamid (Fluka 86060), siilfiirik asit (Merck 100713), tiosemikarbazid (Merck
108156), trikloro asetik asid (Merck 100807), tris (Merck 108382), iire (Riedel de Haén 15604),
valproik asit (Merck 814439), vanadium (I1I) kloriir (Sigma 112393), volframatofosforik asit
(Merck 582).
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3.3. BITKi ORNEKLERI TOPLAMA VE HAZIRLAMA PROSEDURU

Nijerya’nin Sokoto eyaletinin Sokoto sehrindeki ciftliklerden M. oleifera nin taze
yapraklar1 toplanmis ve bu bitkinin tiirli, Usmanu Danfodiyo Universitesi Sokoto Biyolojik
Bilimler Boliimii Botanik Birimi’nden Taksonomist Umar Abdullahi tarafindan belirlenmistir.
Moringa yapraklari, distile su ile yikanarak gélgede kurutulmustur. Kurutulan yapraklar, toz
haline getirilmistir. Yaprak tozu, %70’lik etanol ¢6zeltisi kullanilarak Sokslet ekstraktorii ile
islenmistir. 100 g yaprak, 150 mL %70 etil alkol ile birlikte Sokslet cihazina konulmus ve
refliks edilmistir. Ekstraksiyon igleminin sonunda, ¢oziicli evaporatorde uzaklastirilmistir.
Elde edilen kalint1 tartilmis ve etiketli Ependorf tiiplerine aktarilmistir. Son olarak, bu ekstre

kullanima kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.

3.4. DENEYSEL TASARIM

Bu tez c¢alismasi igin kullanilan deney hayvanlari, Marmara Universitesi Deney
Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulu’nun “11.2020.mar” numarali ve 10.02.2020 tarihli etik kurul izni
ile alinmistir. Calismada 46 adet Sprague Dawley (3- 3.5 aylik) ki disi siganlar kullanildi.
Deneyin uygulanmas: siiresince siganlar normal pellet yem ve musluk suyu ile beslendiler.
Sicanlarda dalak hasar1 olusturmak i¢in sodyum valproat kullanildi. %70’lik moringa alkollii
0ziit ise sicanlara koruyucu madde olarak verildi. Calismada, rastgele olarak segilen Sprague
Dawley disi siganlar dort gruba ayrildi: Grup I: kontrol grubudur (n=8) ve 15 giin boyunca %0.9
NaCl (1 mL) verildi, Grup II: sadece %70’lik etanollii moringa yaprak ekstresi (300 mg/kg/giin)
verilen (n=15), Grup 11 sadece sodyum valproat (500 mg/kg/giin) verilen (n=8), Grup IV: aynmi
doz ve ayni siire ile sodyum valproat + moringa ekstresi agiz yoluyla verilen gruptur (n=15).
Deneyin onaltinci giiniinde, bir gece dncesinden a¢ birakilan tiim siganlar sakrifiye edildi.

Alinan dalak dokular fizyolojik su ile yikandiktan sonra -80°C’de saklandi.

3.5. DALAK DOKU HOMOJENIZATLARININ HAZIRLANMASI

Dalak homojenatlar1 hazirlanirken dalak makasla ufak parcalara ayrildi ve tartildi.
Tartilan dalak dokular1, konsantrasyonlar1 %10 (w/v) olacak sekilde, soguk serum fizyolojik ile
homojenize edildi. Elde edilen homojenatlar, sogutmali santrifiij cihazinda 10 dakika boyunca
+4°C’de 10.000 rpm’de santrifiijje edildi. Santrifiijden sonra elde edilen dalak dokularinin
stipernantlarinin {ist fazlar1 Ependorf tiiplerine alinarak numaralandi ve deneylerin yapilacagi

giine kadar -80°C’de saklandi.



34

3.6. HOMOJENIZATLARDA ANALIZ EDILEN BiYOKIMYASAL
PARAMETRELER

Dalak dokularinda, glutatyon (Beutler, 1975) ve lipid peroksidasyonu (Ledwozyw ve
dig., 1986), siyalik asit (Lorentz ve dig., 1986), hidroksi prolin (Reddy ve Enwemeka, 1996)
miktarlari, siiperoksit dismutaz (Mylroie ve dig., 1986), katalaz (Aebi, 1984), ksantin oksidaz
(Corte ve Stirpe, 1968), glutatyon rediiktaz (Beutler, 1971), glutatyon-S-transferaz (Habig ve
Jakoby, 1981), glutatyon peroksidaz (Wendel, 1981), paraoksonaz (Furlong ve dig., 1988) ve
arginaz (Geyer ve Dabich, 1971) aktiviteleri, total antioksidan seviyesi (TAS) (Erel, 2004), total
oksidan seviyesi (TOS) (Erel, 2005), reaktif oksijen tiirleri (ROS) (Zhang ve dig., 2018), nitrik
oksit (NO) (Miranda ve dig., 2001), ileri okside protein tiriinleri (AOPP) (Witko-Sarsat ve dig.,
1996) miktarlari, glikoprotein (fukoz, heksoz ve heksozamin) seviyeleri (Dische ve Shettles,
1948; Winzler, 1955), laktat dehidrojenaz (Bais ve Philcox,1994), glukoz-6-fosfat dehidrojenaz
(Beutler, 1984), asit fosfataz aktiviteleri (Walter ve Schutt, 1974), protein miktar tayinleri
(Lowry ve dig., 1951) gibi biyokimyasal parametreler tayin edildi.

3.7. DALAK DOKUSUNDA GLUTATYON MIiKTAR TAYIiNi

Dalak dokusunda glutatyon (GSH) miktar tayini, Beutler (1975) metoduna gore
yapilmistir. Ellman ayiraci (5,5'-ditiyobis-(2-nitro benzoik asit)), tiyol (-SH) gruplariyla
reaksiyona girdiginde sar1 renkli bir {riin olusturur. Bu iirliniin absorbans degeri

spektrofotometrede 412 nm’de tayin edilmistir.
Kullamilan Cozeltiler

Coktiirme Reaktifi

% 1 lik Sodyum Sitrat Cozeltisi

Ellman Ayiraci

0.3 M Sekonder Sodyum Fosfat Cozeltisi
GSH Stok Standart Cozeltisi

GSH Standart Cozeltisi
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Deneyin Yapilhisi

200 pL dalak doku homojenati iizerine 300 puL ¢oktiirme ¢ozeltisi ilave edildi,
karistirtldi ve 5 dakika 3000 rpm’de santrifiije edildi. Siipernatantlar alindi. Elde edilen
stipernatantdan bir deney tiiptine 100 uL alindi. Baska bir tiiptine de 100 uL serum fizyolojik
ilave edildi ve bu tiip kor tlipii diye adlandirildi. Standart tiipiine 100 puL standart ¢ozelti
eklendikten sonra tiiplere 400 pL 0.3 M NaHPO4 ve 50 pL Ellman aywract ilave edildi.
Vortekslendi ve 5 dakika oda sicakliginda karanlikta bekletildi. 412 nm dalga boyunda kore

kars1 okundu.

Dalak dokusunda GSH miktari agagidaki formiil kullanilarak hesaplandi.

Glutatyon Miktar1 (nmol GSH/mg protein) = (Nabs/Stdans) X [(2.5 x A)/307.3] x 106/P
Nabs: Numune i¢in elde edilen absorbans degeri

Stdaps: Standart igin elde edilen absorbans degeri

A: Standart konsantrasyonu (% mg)

P: Doku % mg protein miktar1

307.3: Glutatyon’un molekiil agirlig

3.8. DALAK DOKUSUNDA LiPiD PEROKSIDASYONU MIKTAR TAYINi

Dalak dokusundaki lipit peroksidasyon (LPO) tayini Ledwozyw ve dig., (1986)
metoduna gore tayin edildi. Kullanilan yontemde tiyobarbiitirik asit (TBA) ve peroksidasyon
iriinii olan malondialdehit arasindaki reaksiyon sonucu olusan pembe rengin absorbansi

spektrofotometre cihazinda 532 nm dalga boyunda 6lg¢iildii.
Kullanilan Cozeltiler

0.6 M HCI Cozeltisi

1.22 M Trikloro asetik asid (TCA) Cozeltisi

1 N NaOH Cozeltisi
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0.047 M TBA Cozeltisi

4.4 nmol/mL LPO Stok Standart Cozeltisi
LPO Calisma Cozeltisi

n-Butanol

Deneyin Yapilisi

Numune tiipiine 0.4 mL dalak homojenati1 eklendi. TCA (1.22 M) ¢6zeltisi numune tlipli
ile birlikte kor ve standart tiiplerine 2 mL olarak eklendi, karistirildi ve 15 dakika oda
sicakliginda bekletildi. Siire sonunda kor tiipiine 0.4 mL serum fizyolojik, standart tiipiine 0.4
mL LPO ¢alisma standardindan ilave edildi. Daha sonra kor, numune ve standart tiiplerine 0.6
mL tiyobarbitiirik asit ¢dzeltisinden ilave edildi, karigtirildi. Agizlar kapatilarak kaynar su
banyosunda 30 dakika kaynatildiktan sonra su ile sogutuldu. Bu islemi takiben biitiin tiiplere
1.6’sar mL n-butanol ilave edildj, tlipler vorteks cihazinda karistirildi. Santrifiij tiipline aktarilan
karigimlar 3000 rpm’de 5 dakika santrifiije edildi. Tiiplerin absorbansi spektrofotometrede kore
kars1 532 nm’de okundu.

Dalak dokusunun LPO miktar1 asagidaki formiile gére hesaplandi.
LPO Miktar1 (nmol MDA/mg protein) = [Naps/Stans] X [4.4 / P] x 100
Nabs: Numunenin absorbans degeri

Sabs: Standardin absorbans degeri

4.4 nmol/mL.: Standart ¢zeltinin konsantrasyonu

P: % mg cinsinden protein miktari

3.9. DALAK DOKUSUNDA SiYALIK ASIT MIKTAR TAYINi

Dokuda siyalik asit (SA) miktar1, Lorentz ve dig., (1986) yontemine gore belirlenmistir.
Bu yontem, periyodik asidin yiikseltgenmesi sonucunda olusan 2-formil piirivik asidin, iki mol
tiyobarbitiirik asit ile tepkimeye girerek meydana getirdigi renkli bilesigin 546 nm’deki

absorbansinin okunmasina dayanmaktadir.
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Kullanilan Cozeltiler
155 mM NaCl Cozeltisi
67 mM H2SO4 Cozeltisi
200 mM Sodyum Meta Periyodat Cozeltisi
1.54 mM Sodyum Meta Arsenit Cozeltisi
Tiyobarbiitirik Asid Cozeltisi
1.617 mM Siyalik Asid Standardi
Deneyin Yapihisi

Koér, numune ve standart tiipleri alindi. Numune tiipiine 10 pL. doku homojenati, standart
tiipiine 10 pL. standart ¢ozeltisi ve kor tiipiine de 10 pL serum fizyolojik eklendikten sonra tiim
tiplere sirast ile 100 pL 155 mM NaCl ve 300 pL 67 mM H>SOs ¢ozeltisi ilave edilip
karistirildi. Agizlari kapatilarak 60 dakika 80°C’lik su banyosunda bekletildikten sonra su
igerisinde oda sicakliginda sogutuldu. Sogutma isleminden sonra tiim tiiplere 100 uL 200 mM
sodyum meta periyodat ilave edildikten sonra oda sicakliginda 20 dakika bekletildikten sonra
400 pL 1.54 mM sodyum meta arsenit ilave edildi. Sonra iyodun rengi gidinceye kadar tiipler
calkalandi. Tiyobarbitiirik asit ¢ézeltisinden biitiin tiiplere 1’er mL ilave edildi ve 90°C’de 15
dakika bekletildi. Sogutulduktan sonra 2’ser mL siklohekzanon ilave edilerek 10 dakika

santrifiije edildi. Siklohekzanon eklenerek siyalik asit siklohekzanon fazina cekildi ve 546

nm’de spektrofotometrede absorbans degerleri okundu.

Dalak dokusunun siyalik asit miktar1 asagidaki formiile gore hesaplandi.
SA Miktar1 (mmol/g protein) = [(Nabs X 1.617) / Stdaps]

Nabs: Numunenin absorbans degeri

Stdaps: Standardin absorbans degeri

3.10. DALAK DOKUSUNDA SUPEROKSIT DiSMUTAZ AKTIiVITESI TAYIiNi

SOD aktivitesi Mylorie ve dig., (1986) tarafindan gelistirilen yonteme gore tayin edildi.

Riboflavinin floresans 1s181n etkisi ile olusturdugu siiperoksit radikali, ortamdaki enzimin etkisi
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ile H2O2’e doniistiiriiliir. Meydana gelen H2O2’in o-dianisidin ile reaksiyonu sonucu olusan

tirtiniin 460 nm’de spektrofotometrede absorbansi dlgiilerek enzim aktivitesi bulunur.
Kullanilan Cozeltiler

50 mM, pH 7.8 Fosfat Tampon Cdzeltisi

0.1 mM Etilendiamintetraasetik Asit Cozeltisi (EDTA)

10 mM, pH 7.5 Fosfat Tampon Cozeltisi

6 mM o-Dianisidin-Hidrokloriir Cozeltisi

0.2 mM Riboflavin Cozeltisi

120 TU/mL SOD Stok Standard1

Deneyin Yapihisi

Dalak doku homojenatlarinda SOD aktivitesi tayininde kor, standart ve numune tiipleri
olarak tiipler adlandirildi. Etilendiamintetraasetik asit iceren pH 7.8 fosfat tamponundan kor
tiiptine 1.35 mL, standart tiiptine 1.35 mL ve numune tiipiine 1.3 mL ilave edildi. Tiim tiiplere
0-dianisidin ¢ozeltisinden 0.05 mL ilave edildi. Dalak doku homojenatindan numune tiiptine
0.05 mL, standart tlipline standarttan 0.05 mL ilave edildikten sonra tiim tiiplere riboflavin
¢ozeltisinden 0.05 mL ilave edildi. Tiplerin absorbans degerleri hazirlanan kor tiipiine karst
460 nm’de ilk absorbans degerleri okunduktan sonra, tiipler sekiz dakika boyunca UV 151k
altinda oda temperatiiriinde bekletildikten sonra ayni dalga boyunda tekrar absorbanslari

okundu.

Tiiplerin spektrofotometrede 460 nm’de ilk absorbans degeri okundu. Ardindan kér,
numune ve standart ornek tiipleri floresans 1sikta 8 dakika bekletildi ve absorbans degerleri
tekrar 460 nm’de okundu. Dalak dokusu homojenatinin SOD aktivitesi, standart enzim grafigi

yardimi ile U/mg protein cinsinden hesaplanda.
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3.11. DALAK DOKUSUNDA KATALAZ AKTIiVITESI TAYINIi

Dalak dokusunda katalaz (CAT) aktivitesi, Aebi (1984) yontemi kullanilarak tayin
edildi. Bu yontemde, hidrojen peroksit CAT enzimi ile H2O’ya doniistiiriiliir ve bu esnada

meydana gelen absorbans azalmasi, spektrofotometrik olarak 240 nm’de 6l¢iildii.
Kullanilan Cozeltiler

50 mM, pH 7.0 Fosfat Tamponu

3 mM H20; Cozeltisi

Serum Fizyolojik Cozeltisi

Deneyin Yapilisi

Kor tipiine 0.2 mL serum fizyolojik, numune tiipiine ise 0.2 mL dalak doku
homojenatindan ilave edildikten sonra iizerlerine 0.8 mL H2O> ¢ozeltisi ilave edildikten sonra
240 nm’de spektrofotometrede numunelerin 0. ve 1. dakikada kore karsi absorbans degerleri

okundu.

Dalak dokusunda CAT aktivitesi asagidaki formiil yardimiyla hesaplandi.
CAT Aktivitesi (U/mg protein) = ((AOD) / 0.0436) x (V1/VnN) xf) /P
Vt: Toplam ¢6zelti hacmi

Vn: Numune hacmi

f: Seyreltme katsayis1

P: mg/mL cinsinden doku protein miktar1

AOD: 0. ve 1. dakika arasindaki absorbans farki
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3.12. DALAK DOKUSUNDA KSANTIN OKSIDAZ AKTIiVITESI TAYINi

Dalak dokusunda ksantin oksidaz (XO) aktivitesi Corte ve Stirpe (1968) metoduna gore
spektrofotometrik olarak tayin edildi. Enzim, ksantinin iirik aside dontisimiinii katalizler.

Reaksiyon sonunda meydana gelen iirik asidin absorbansi 286 nm’de tayin edildi.
Kullanilan Cozeltiler

50 mM, pH 7.4 Potasyum Fosfat Tampon Cozeltisi

3mM EDTA

2 mM Ksantin Cozeltisi

Deneyin Yapilisi

Dalak dokusunda XO aktivite tayini i¢in kor ve numune tiipleri alindi. Doku
homojenatindan numune tiipiine 10 pL eklendi. Potasyum-fosfat tamponundan kor tiipiine 0.88
mL, numune tiipiine 0.87 mL ilave edildikten sonra sirasi ile tiim tiiplere 33’ser uL. EDTA ve
ksantin ¢ozeltileri ilave edildi. Ardindan, 286 nm’de spektrofotometrede 0. ve 10. dakikalardaki

absorbanslar1 okundu. Aktivite asagida verilen formiile gére hesaplandi.
XO (U/mg protein) = (AOD/10)/mg protein

AOD: Absorbans fark: (0. ve 10. dakikalar arasinda 6l¢iilen)

3.13. DALAK DOKUSUNDA GLUTATYON REDUKTAZ AKTIiVITESI TAYINi

Dalak dokusundaki glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesi, Beutler (1971) yontemine gore
tayin edildi. Yontem, okside glutatyonun glutatyon rediiktaz ile indirgenmesi sonucunda

yiikseltgenen NADPH miktarinin hesaplanmasina dayanur.
Kullanilan Cozeltiler

50 mM Tris Cozeltisi

1 mM EDTA igeren Tris-HCI (50 mM, pH 8.0) Tampon Cozeltisi

2mM NADPH Cozeltisi
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20 mM GSSG Cozeltisi
Deneyin Yapilisi

Dalak dokusunda glutatyon rediiktaz aktivitesi tayininde kor ve numune tiipleri alindi.
Sira ile tiiplere Tris-HCI tamponundan 180 ve 174 uL, 10 uL NADPH ve GSSG ¢ozeltisi
eklendikten sonar numune tiipiine 6 pL. homojenat ilave edildi ve 340 nm’de kore kars1 5 dakika
boyunca absorbans azalmasi spektrofotometrede ol¢iilerek asagida verilen formiile gore aktivite

hesaplanda.

GR Aktivitesi (U/g protein) = [(AOD/dk) /6.22 x (V1/Vo) x f] / g protein
AOD: 0. ve 5. dakika arasinda 0l¢iilen absorbans farki

VT: Toplam ¢dzelti hacmi

Vo: Ornek hacmi

f: Seyreltme katsayisi

6.22: NADPH i¢in 340 nm’deki molar absorbsiyon katsayisi

3.14. DALAK DOKUSUNDA GLUTATYON-S-TRANSFERAZ AKTIiVITESININ
TAYINI

Dalak dokusunda glutatyon-S-transferaz (GST) enzim aktivitesi, Habig ve Jakoby
(1981) metoduna gore GSH ve CDNB’nin konjugasyonu sonucunda olusan {iriin

spektrofotometrik olarak 340 nm’de okundu.
Kullanilan Cozeltiler

0.2 M, pH 6.5 Potasyum Fosfat Tampon Cozeltisi
60mM GSH Cozeltisi

60 mM 1-Kloro-2,4-Dinitrobenzen (CDNB) Cdozeltisi
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Deneyin Yapilhisi

Dalak dokusunda GST aktivitesi i¢in alman tlipler kor ve numune tiipii olarak
numaralandirildiktan sonra sirasi ile tiiplere fosfat tamponundan 2 ve 1.5 mL ilave edildi. Dalak
homojenatindan numune tiipiine 0.5 mL konuldu. Daha sonra tiim tiiplere 50 pL. GSH ve CDNB
¢ozeltisi ve 900 uL distile su ilave edildi. Spektrofotometrede 340 nm’de ii¢ dakika boyunca

kore kars1 absorbans degeri okundu.
GST aktivitesi ;

GST Aktivitesi (U/mg protein) = [(AOD/dk) x 0.625 x f] / mg protein formiil yardimiyla
hesaplandi.

AOD: 0. ve 3. dakikalar arasindaki absorbans farki

f: Seyreltme faktorii

3.15. DALAK DOKUSUNDA GLUTATYON PEROKSIDAZ AKTiVITESININ
TAYINI

Dalak dokusundaki glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitesinin tayini Wendel (1981)
yontemine gore yapildi. Glutatyon peroksidaz, hidrojen peroksit varliginda GSH’in
yiikseltgenmis glutatyona doniisiimiinii katalizler. GPx reaksiyonu ile olusan okside glutatyon,
NADPH’1n indirgeyici substrat olarak kullanildigt GR reaksiyonu ile tekrar indirgenmis
glutatyona doniigiir. Reaksiyon sonucunda olusan absorbans degerindeki azalma 366 nm’de

spektrofotometrik olarak 6l¢iildii.

Kullanilan Cozeltiler

0.25 M, pH 7.0 Potasyum Fosfat Tampon Cozeltisi
10 mM GSH Cozeltisi

2.5 mM NADPH Cozeltisi

6 U/mL Glutatyon Rediiktaz Cozeltisi

12 mM H0, Cozeltisi



43

Deneyin Yapilisi

Dalak dokusunda GPx aktivitesi tayininde kor ve numune tiiplerine sira ile fosfat
tamponundan 60 ve 40 pL, numune tiiplerine 20 pL doku, 10 pL. GSH, NADPH, GR ve giinliik
olarak hazirlanan H;0O; ilave edildi. Spektrofotometrede absorbans degisimi okundu ve asagida

verilen formiile gore dalak doku homojenatlarinin GPX aktivitesi hesaplandi.

GPx Aktivitesi (U/mg protein) = [(AOD/dk) /6.22 x 103 x (V1/Vo) X f] / mg protein
AOD: 0. ve 5. dakikalar arasindaki absorbans farki

Vr: Toplam ¢ozelti hacmi

Vo: Ornek hacmi

f: Seyreltme faktorii

6.22: Molar ekstinksiyon kat sayis1 (mM)

3.16. DALAK DOKUSUNDA PARAOKSONAZ AKTIVITESI TAYINi

Dalak dokusunda paraoksonaz (PON) aktivitesi, Furlong ve dig., (1988) yontemi
kullanilarak saptandi. Enzimin substrati olan paraokson etili hidrolizi sonucu agiga ¢ikan p-

nitrofenol 405 nm’de spektrofotometrede okunarak tayin edildi.
Kullanilan Cozeltiler

pH 8.5 Tris-HCI Cozeltisi

120 mM Paraokson Etil Cozeltisi

Aseton

Deneyin Yapihsi

Dalak dokusunda PON aktivitesi tayininde kor ve numune tiiplerine 0.132 M Tris-HCI

cozeltisinden 800 ve 760 pL konuldu. Numune tiipiine doku homejenizattan 40 pL ilave
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dildikten sonar tiim tiiplere taze hazirlanan paraoksan substratindan 200 pL ilave edilerek tiipler
37°C’de 5 dakika boyunca inkiibe edildi. Numune absorbansi kore karst 405 nm’de okundu.
Dalak dokusunda PON aktivitesi asagidaki formiil yardimiyla hesaplandi.

PON Aktivitesi (U/L) = A/dk x 1.36 x 1000
PON Spesifik Aktivitesi (U/g protein) = PON aktivitesi/g protein

A: Absorbans degeri

3.17. DALAK DOKUSUNDA ARGINAZ AKTIVITESI TAYINi

Bu deneyde Geyer ve Dabich (1971)’in metodu uygulanmistir.
Kullanilan Cozeltiler
Renk Ayiraci
Asid Ayiract
1 mM MnClz Cozeltisi
Substrat Cozeltisi
pH 10.1, 150mM Karbonat Tamponu
1.6 mM Benzoik Asid Cozeltisi
0.5 umol iire/mL Ure Stok Standard:
0.1 umol iire/mL Ure Calisma Standardi
Deneyin Yapihisi

Dalak doku homojenatlar1 1 mM MnCl: ile seyreltildi. Seyreltilen homojenatlar 20
dakika 65°C’de bekletilerek 6n-inkiibasyon isleminden gegirildi. Ardindan doku homojenatlari
ve standart 6rnekleri asagida verildigi sekilde ¢alisildi (Tablo 3.1).
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Tablo 3.1: Arginaz aktivitesi tayini i¢in deneyin yapilma yontemi.

Cozeltiler Kor Standart Sifiriner Inkiibasyon
Zaman Tiipii Tiipil

Substrat - - 75 uL 75 uL

Tamponu

Karbonat - - 100 pL 100 pL

Tamponu

Calisma - 250 puL - -

Standardi

Distile Su 250 uL - - -

Doku - - 75 uL 75 uL

Homojenati

Inkiibasyon tiipleri 10 dakika 37°C’de inkiibe edildi. Diger tiipler ile ¢aliymamiza

herhangi bir inkiibasyon islemi uygulanmadan devam edildi.

Asid Ayirac 750 L 750 L 750 uL 750 uL

Renk Ayiraci 500 pL 500 pL 500 pL 500 pL

Tiipler 10 dakika kaynar su banyosunda bekletildi ve 520 nm’de spektrofotometrede

absorbans degerleri okundu.

Dalak dokusunda arginaz aktivitesi asagidaki formiil yardimiyla hesaplandi.
Arginaz Aktivitesi (umol iire/mg protein) = Faktor x AOD/mg protein
AOD: Absorbans farki

Faktor: [Standart konsantrasyonu x (seyreltme orani x 6 x 3.33)] / Standart absorbansi

3.18. DALAK DOKUSUNDA TOTAL ANTIOKSIDAN MIiKTAR TAYINi

Dalak dokusunda total antioksidan miktar (TAS) tayini Erel (2004) yontemine gore
saptanildi. Bu metodda TAS miktari, 660 nm’de spektrofotometrede okunarak tayin edildi.

Kullanilan Cozeltiler

Reaktif 1 Cozeltisi
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Reaktif 2 Cozeltisi
Standart Cozeltisi
Deneyin Yapihisi

Kor, numune ve standart tiipli olarak {i¢ adet deney tiiplerine 200 puL reaktif 1 ilave
edildi. Kor tiipiine 5 pL serum fizyolojik, numune tiipiine 5 pL. homojenat, standart tiipiine de
5 uL Trolox standard: ilave edildi. Biitiin tiiplere 20 pL reaktif 2 ¢ozeltisi ilave edildikten sonra,
10 dakika 37°C’de tutuldu. Tiiplerin absorbans degerleri 660 nm’de okundu.

Kor absorbans1 0 mM ig¢in kabul edildi ve diger degerlerden koriin absorbansi ¢ikarildi.

TAS konsantrasyonu standart egri grafiginin denkleminden yararlanilarak hesaplandi.

3.19. DALAK DOKUSUNDA TOTAL OKSIDAN MIiKTAR TAYIiNi

Dalak dokusunda toplam oksidan miktar (TOS) tayini Erel (2005) yontemine gore
belirlendi. Bu yontemde, ksilerol oranj reaktifi, ferro amonyum siilfat iyonu ve o-dianisidin

kullanilarak TOS miktar tayin edildi.
Kullanilan Cozeltiler

pH 1.75 Reaktif 1 Cozeltisi

Reaktif 2 Cozeltisi

Standart Cozeltisi

Deneyin Yapihisi

Kor, numune ve standart tiipii olarak ii¢ adet deney tiipli alind1. Biitiin tliplere 225 pL
pH’1 1.75 olan ve ksilerol oranj ve NaCl’iin H2SOj i¢inde ¢oziildiikten sonra son hacmine
gliserol ile tamamlanan reaktif 1 ilave edildi. Kor tiipiine 35 pL serum fizyolojik, numune
tiiptine 35 pL. homojenat, standart tiipiine de 35 uL. H2O> standardi ilave edildi. Biitiin tiiplere
11 pL 5 mM ferro amonyum siilfat ve 10 mM o-dianisidinin 25 mM siilfat asidinde ¢oziilmesi
ile elde edilen reaktif 2’den ilave edildi. Bunu takiben tiipler 37°C’de 10 dakika bekletildi ve

tiiplerin absorbansi kore kars1 560 nm’de hemen okundu.
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TOS miktart = [Numaps/Stdans] X Stdkon

NUmaps: Numunenin absorbans degeri
Stdans: Standartin absorbans degeri

Stdkon: Standartin konsantrasyonu

3.20. DALAK DOKUSUNDA REAKTIF OKSIJEN TURLERI MIKTAR TAYINI
Dalak dokusunda reaktif oksijen tiirleri miktar1 tayini Zhang ve dig., (2018) metoduna

gore tayin edildi.

Kullanilan Cozeltiler

20 mM, pH 7.25 HEPES-Na" Tampon Cozeltisi

2 mM 2°,7°-Diklorofloresin diasetat (DCF) Cozeltisi

Dimetil siilfoksid (DMSO)

Deneyin Yapihisi

Deney tiiplerinden bir tanesi kor digeri numune olarak numaralandirildi. Kor tiipiine 5
pL serum fizyolojik, numune tiipiine 5 pL. homojenat eklendi. Daha sonra tiim tiiplere siras1 ile
55 uL pH 7.25 HEPES tamponu ve 90 puL 20 uM DCF ¢ozeltisinden ilave edildi. 37°C’de 5
dakika karanlikta inkiibe edildikten sonra ekstiksiyon: 480 nm; emisyon 535 nm olarak
ayarlandi ve 0. dakikada spektroflorometre ile 6l¢iim yapildi. Ayn1 sartlarda 30 dakika sonra
tekrar Ol¢iim yapildi. Formiile gére ROS miktar1 hesaplandi.

ROS miktar1 = AOD/mg protein

AOD: 30. dk floresans degeri ile 0. dk floresans degeri arasindaki fark

3.21. DALAK DOKUSUNDA NiTRiK OKSIiT MiKTAR TAYIiNi

Dalak dokusunda nitrik oksit (NO) tayini Miranda ve dig., (2001)’lerinin yontemine
gore tayin edildi. Nitritle siilfanilamidin, asidik ortamda NEDD ile reaksiyonu sonucu meydana

gelen diazonyum bilesiginin olusturdugu renk 540 nm’de spektrofotometrede okundu.
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Kullanilan Cozeltiler

%10 Cinko-Siilfat Cozeltisi

1 M Vanadyum Kloriir Cozeltisi

%35 HCI Cozeltisi

%?2 Siilfanilamid Cozeltisi

9%0.1 N-(1-Naftil)-etilendiamindihidrokloriir (NEDD) Cozeltisi
0.3 N NaOH Cozeltisi

Deneyin Yapihisi

Doku homojenatlarindan 200 pL alindi ve tizerine 200 pL 0.3 N NaOH ilave edildi.
Karistirldi ve oda sicakliginda 5 dakika bekletildi. Uzerine 200 puL %10’luk ZnSOs ¢ozeltisi
ilave edildi. Karistirildi ve +4°C’de 14000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Ust fazlar alind1.
Tiipler kér ve numune tiipii olarak numaralandirildi. Kor tiiptine 300 pL distile su, numune
tiipiine 150 pL siipernatant ilave edildikten sonra her iki tiipe de taze hazirlanmis olan VCls, 75
uL siilfanilamid ve NEDD ¢ozeltileri eklendikten sonra tiipler 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi

ve 540 nm dalga boyunda absorbans degerleri okundu.

Dalak dokusunda NO miktarinin hesaplanabilmesi i¢in asagida belirtilen formiil
kullanildi.

NO Miktar1 (umol/g protein) = Abs x 169.8 / P

P: Dokudaki g protein miktari

3.22. DALAK DOKUSUNDA iLERI OKSIDE PROTEIN URUNLERI MiKTAR
TAYINI

Dalak dokusunda ileri okside protein iiriinleri (AOPP) Witko-Sarsat ve dig., (1996)

tarafindan gelistirilen metot kullanildi.
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Kullanilan Cozeltiler

20mM, pH 7.4 Potasyum Fosfat Tamponu
1.16 M KI

Derisik asetik asit

Deneyin Yapilisi

Dalak dokusunda AOPP miktar tayini icin tiipler kdr ve numune olarak
numaralandirildi. Tampon ¢ozeltiden kor tiipine 0.5 mL, numune tiipiine 0.4 mL eklendi.
Numune tiiptine 0.1 mL homojenat eklendikten sonra tiim tiiplere 25 puL KI eklendikten sonra
tipler karigtirildt ve 2 dakika karanlikta bekletildikten sonra 50 pL derisik asetik asit

ilavesinden sonra tiipler iyice karistirildi ve 340 nm’de dl¢timler yapildi.
AOPP miktar1 formiil yardimiyla hesaplandi.

AOPP Miktar1 (nmol/mg p) = (Abs/261 x V1/Vn x f) /mg p

V1: Toplam hacim

Vn: Numune hacmi

261: Molar absorbsiyon kat sayisi

f: Seyreltme katsayis1

3.23. DALAK DOKUSUNDA FUKOZ MIKTAR TAYINi

Dische ve Shettles (1948) metoduna gore dalak dokusundada fukoz miktar tayini
saptandi. Metod, doku homojenatlarinda bulunan fukozlarin derisik siilfiirik asitli ortamda -SH

gruplart ile verdigi renk reaksiyonuna dayanmaktadir.
Kullanilan Cozeltiler
1:6 Asit Cozeltisi

%3 Sistein-HCI Cozeltisi
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%0.01 Stok Standart Cozeltisi

2 M HCI Cozeltisi

%1 Fosfotungstik Asid Cozeltisi
4 M NaOH Cozeltisi

Hidrolizat Hazirlanmast

Tiiplere 250 pL dalak homojenati, 500 pL 2 M HCI ve 500 pL %1 fosfotungstik asidi
eklendi, 4 saat boyunca sicakligi 100°C’lik etiivde bekletildi. Daha sonra etiivden ¢ikarilan
tiipler oda sicakliginda sogutuldu ve pH’lar1 4 N NaOH ile pH 7.0’a getirildi.

Deneyin Yapihisi
Fukoz miktar tayini asagidaki tabloda belirtilen sekilde yapildi (Tablo 3.2).

Tablo 3.2: Fukoz miktar tayini i¢in deneyin yapilma yontemi.

Cozeltiler Numune Numune Standart Kor Sisteinsiz
Korii Kor

Hidrolizat | 200 pL 200 pL - - -

Standart - - 200 uL - -

Cozeltisi

Distile Su - - - 200 pL 200 pL

Siilfiirik 900 pL 900 pL 900 pL 900 pL 900 uL

Asid

Cozeltisi

Tiiplere asit ilavesi buz ile hazirlanan ortamda yapildi. Sonra tiipler 3 dakika boyunca

22°C’de bekletildi. Ardindan tiipler 5 dakika boyunca kaynar su banyosunda bekletildi,

sogutuldu.

%03 Sistein-
HCI
Cozeltisi

20 pL

20 pL

20 pL

Tiipler karstirildiktan sonra 60 dakika karanlikta bekletildi. Spektrofotometrede

tiiplerin absorbanslar1 havaya kars1 6nce 396 nm’de ve sonra 430 nm’de 6l¢iildii.
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Numune absorbansindan numune koriiniin absorbansi ¢ikarildi. Elde edilen deger,
standart egri grafiginden bulundu. Bulunan degerler, ug fukoz/mg protein cinsinden ifade

edildi.

3.24. DALAK DOKUSUNDA HEKSOZ MIiKTAR TAYIiNi

Winzler (1955) metodu kullanilarak dalak dokusunda heksoz miktar tayini yapildi.
Derisik stilfiirik asidli ortamda karbohidratlarin orsinol ile reaksiyonu sonucu agiga ¢ikan renkli

madde spektrofotometrede 425 nm’de okundu.
Kullanilan Cozeltiler

%1 Glukoz Standard1

2 M HCI Cozeltisi

%1 Fosfotungstik Asid Cozeltisi

4 M NaOH Cozeltisi

% 1.6 Orsinol Cozeltisi

%60 H2SO4 Cozeltisi

%96 Etil Alkol

Hidrolizatin Hazirlanmasi

Tiiplere 250 pL dalak homojenati, 500 uL. 2 M HCI ve 500 uL %1 fosfotungstik asidi
eklendi, 4 saat boyunca sicakligi 100°C’lik etiivde bekletildi. Daha sonra etlivden ¢ikarilan
tiipler oda sicakliginda sogutuldu ve pH’lar1 4 N NaOH ile pH 7.0’a getirildi.

Deneyin Yapihisi

Heksoz miktar tayini asagidaki tabloda belirtilen sekilde yapildi (Tablo 3.3).
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Tablo 3.3: Heksoz miktar tayini igin deneyin yapilma yontemi.

Cozeltiler Kor Numune Standart
Distile su 125 puL - -
Hidrolizat - 125 uL -
Standart - - 125 uL
Orsinol 125 pL 125 uL 125 uL
%60 H2SO4 1mL 1mL 1mL

Tiipler 10 dakika kaynar su banyosunda bekletildi, sogutuldu ve daha sonra

absorbanslar1 425 nm’de okundu.

Elde edilen degerler, standart egri grafiginden bulundu. Bulunan degerin doku proteini ile

boliinmesi ile sonug mg glukoz/mg protein cinsinden ifade edildi.

3.25. DALAK DOKUSUNDA HEKSOZAMIN MiKTAR TAYIiNi

Winzler (1955) metodu kullanilarak dalak dokusunda heksozamin miktari tayin edildi.
Dokudaki heksozamin bilesikleri asetilaseton ile kaynatilarak pirol tiirevlerine doniistir. Daha
sonra etil alkol ve p-dimetilaminobenzaldehid ile tepkimeye girerek pembe rengin agiga

¢ikmasi ile absorbanslar 530 nm’de spektrofotometrede okundu.
Kullanilan Cozeltiler

Asetilaseton Cozeltisi

Ehrlich Ayiraci

Glukozamin HCI Standardi

Hidrolizatin Hazirlanmasi

Tiiplere 250 pL dalak homojenati, 500 pL 2 M HCI ve 500 pL %1 fosfotungstik asidi
eklendi, 4 saat boyunca sicakligi 100°C’lik etiivde bekletildi. Daha sonra etiivden ¢ikarilan
tiipler oda sicakliginda sogutuldu ve pH’lar1 4 N NaOH ile pH 7.0’a getirildi.
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Heksozamin miktar tayini tabloda belirtilen sekilde yapildi (Tablo 3.4).

Tablo 3.4: Heksozamin miktar tayini i¢in deneyin yapilma yontemi.
Cozeltiler Kor Numune Standart
Asetilaseton 200 uL 200 uL 200 uL
Cozeltisi
Distile Su 200 uL - -
Hidrolizat - 200 pL -
Standart - - 200 pL

Tiipler 15 dakika kaynar su banyosunda bekletilir. Sogutuldu.

%96 Etil alkol 1mL 1mL 1mL
Ehrlich Ayiraci 200 pL 200 pL 200 uL

Son hacim %96’lik etil alkol ile 2 mL ye tamamlandi.
Tipler 30 dakika boyunca oda sicakliginda karanlikta bekletildi.
Standart egri grafiginden yararlanilarak heksozamin miktar1 pug glukozamin cinsinden

hesaplandi. Elde edilen veriler, pg glukozamin/mg protein seklinde belirlendi.

3.26. DALAK DOKUSUNDA HiDROKSI PROLIN MiKTAR TAYIiNi

Dalak dokusunda hidroksi prolin miktar tayini Reddy ve Enwemeka, (1996)’lerinin

metoduna gore tayin edilmistir.
Kullanilan Cozeltiler
Hidroksi Prolin Stok Cozeltisi
pH 6.5 Asetat/ Sitrat Tamponu
0.056 M Kloramin T

1 M Ehrlich Reaktifi
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Deneyin Yapilhisi

0.5 mL doku homojenatina 1 mL 6 N HCl ilave edildi, 110°C etiivde 3 saat inkiibasyon
islemi gergeklestirildi. Sogutuldu, santrifiij tiiplerine alind1 ve {izerine 6 N NaOH ilave edilip
3000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Reaksiyonun devamui i¢in iist fazlar1 alindiktan sonra

asagida verilen tabloya gore dalak dokusunda hidroksi prolin miktar tayini gergeklestirildi

(Tablo 3.5).

Tablo 3.5: Hidroksi prolin miktar tayini i¢in deneyin yapilma yontemi.
Cozeltiler Ornek Kor Standart Standart korii

Doku 250 uL - - -
Homojenati

6 N NaOH - 250 uL a -

Standart - - 250 pL -
Cozeltisi

2 N NaOH - - - 250 uL

Kloramin-T 450 pL 450 pL 450 pL 450 pL
Cozeltisi

25 dakika oda sicakliginda bekletildi.

Ehrlich 500 pL 500 pL 500 pL 500 pL
Reaktifi

20 dakika 65°C’de su banyosunda bekletildi. Sogutuldu.

Tiipler 550 nm’de spektrofotometrede okundu. Doku orneklerindeki hidroksi prolin
miktarlari, standart egri grafigi yardimiyla hesaplandi. Elde edilen sonuglar pug hidroksi

prolin/mg protein seklinde belirlendi.

3.27. DALAK DOKUSUNDA LAKTAT DEHIDROJENAZ AKTIiVITESI TAYINI

Dalak dokusunda laktat dehidrojenaz (LDH) aktivitesinin belirlenmesi i¢in Bais ve
Philcox (1994) metodu kullanildi. LDH, NADH varliginda piruvatin laktata doniistimiinii
37°C’de katalizler. NADH’in nikotinamid adenin diniikleotide oksidasyonu 340 nm’de

absorbans degerinin azalmasinin dl¢iimii ile enzim aktivitesi hesaplandi.
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Kullanilan Cozeltiler

pH 7.4, 56 mM Tris-HCI Tamponu (5.6 mM EDTA igeren)
170 uM NADH Cozeltisi

14 mM Piruvat Cozeltisi

Deneyin Yapilisi

Dalak dokusunda laktat dehidrojenaz aktivitesi tayininde tiipler kor ve numune olarak

adlandirildi.

Tris-EDTA-NADH c¢ozeltisinden tiim tiiplere 0.2 mL ilave edildikten sonra, doku
homojenatindan numune tiipiine 5 pL ilave edildi. Tim tipler 37°C’de 5 dakika inkiibe
edildikten sonra kor tiipiine lizerlerine 25 pL, numune tiiplerine 20 pL piruvat ¢ozeltisi eklenip
karistirildiktan sonra 1 dakika daha inkiibe edildi. 340 nm’de 3 dakika absorbans degerleri

okundu.
LDH enzim aktivitesi asagidaki formiile gore hesaplandi.
LDH Aktivitesi (U/g protein) = (AOD/dk) x 7143/g protein

AOD: 0. ve 3. dakikalar arasindaki absorbans farki

3.28. DALAK DOKUSUNDA GLUKOZ-6-FOSFAT DEHIDROJENAZ AKTIVITESI
TAYINI

Dalak dokusunda glukoz-6-fosfat dehidrojenaz (G6PD) aktivitesi Beutler (1984)

metoduna gore tayin edildi.

Kullanilan Cozeltiler

0.1 M MgCl»

pH 8.0, 1 M Tris-HCI Tamponu (5 mM EDTA igeren)
2mM NADP*

6 mM G6P
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Deneyin Yapilhisi

Dalak dokusunda glukoz-6-fosfat dehidrojenaz aktivitesinin tayini i¢in alinan kor ve
numune tiipiine sirasi ile tampon ¢6zeltisi, MgClo, NADP* den 25’er puL konuldu. Kér tiipiine
5 uL homojenat, 170 pL distile su, numune tiipiine 5 uL homojenat, 145 uL distile su ilave
edildikten sonra 37°C’de 10 dakika inkubasyona birakildi. Numune tiipiine 25 pLL G6P ilave
edildi. 0 ve 5’inci dakikada 340 nm’de okuma yapildu.

Dalak dokusunda glukoz-6-fosfat dehidrojenaz aktivitesi asagidaki formiile gére hesaplandi.
U/ml = AOD/dk/6.22 x V1/V/n X f

V1: Toplam hacim

Vn: Numune hacmi

f: Seyreltme katsayis1

AOD: 0. ve 5. dakikada absorbans farki

3.29. DALAK DOKUSUNDA ASIT FOSFATAZ AKTIVITESI TAYINi

Dalak dokusunda asit fosfataz (ACP) tayini icin Walter ve Schutt (1974) yonteminden
faydanalindi.

Kullanilan Cozeltiler

pH 4.8 , 50 mM Sitrat Tamponu
0.1 M NaOH Cozeltisi

Deneyin Yapihisi

Aktivite tayini i¢in alinan tiiplerden bir tanesi kor, digerleri numune olarak adlandirildi.
Sitrat tamponundan tiiplere 0.5 mL ilave edildi. Kor tiipiine 0.1 mL distile su, numune tiipiine
0.1 mL dalak doku 6rnegi ilave edildikten sonra tiiplere 37°C’de 30 dakika inkiibasyon iglemi
yapildi. Tiiplerin hepsine 1’er mL NaOH ilave edilip karistirikdiktan sonra tiipler iyice

karistirilidi ve tiiplerin absorbanslar: spektrofotometrede 405 nm’de okundu.
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ACP aktivitesi agagidaki formiil yardimiyla hesaplandi.

ACP Aktivitesi (U/L) = (Abs x 28.8)

3.30. DALAK DOKUSUNDA TOTAL PROTEIN MIKTAR TAYIiNi

Dalak dokusunda protein miktar1 tayini Lowry ve dig., (1951) metoduna gore tayin
edildi. Proteinlerin yapisindaki aromatik halka ihtiva eden aminoasitler Folin reaktifi ile mavi
renk verir. Reaksiyon fosfo molibdo tungstik asidin aminoasitler tarafindan indirgemesi esasina

dayanur.

Kullanilan Cozeltiler

A Reaktifi (%2 Na2COs; 0.1N NaOH iginde)

B Reaktifi (% 0.5 CuSOs; % 1 dipotasyum tartarat igerisinde)

C Reaktifi

Folin Reaktifi

Deneyin Yapihisi

Dalak dokusunda protein miktar tayini Tablo 3.6’ya gore ¢alisilmistir.

Tablo 3.6: Total protein miktar tayini i¢in deneyin yapilma yontemi.

Cozeltiler Kor Standart Numune
Standart Cozelti - 100 pL -
Homojenat - - 100 pL

Serum Fizyolojik 100 pL - -

C Reaktifi 500 L 500 pL 500 pL

Tiipler 10 dakika oda sicakliginda bekletildi.

Folin Cozeltisi 50 puL 50 puL 50 pL

Tiipler karistirilip oda sicakliginda 30 dakika bekletildi. Absorbans degerleri 500 nm’de

kore kars1 okundu. Standart egri yardimiyla %mg protein miktar1 hesaplandi.
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3.31. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Elde edilen veriler, GrapPad Prism 9.0 istatistik program ile degerlendirildi. p < 0.05

degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda elde edilen biyokimyasal bulgulara ait sonuglar grafikler halinde Sekil
4.1-4.8 arasinda gosterilmistir. Tim grafiklerde y ekseninde belirtilen yildiz (1) Ortalama +
Standart Sapma degerini ifade etmektedir.

GSH LPO Siyalik Asit

% kK

w
o
]

204

nmol GSH/mg protein®

pmol siyalik asit/g |:»rt:»teint

nmol MDA/mg pn:main‘r

Sekil 4.1: Tiim deney gruplarina ait GSH, LPO ve siyalik asit diizeyleri.

(*p < 0.05, ** p < 0.01, ****p < 0.0001)

Tim deney gruplarina ait GSH, LPO ve siyalik asit diizeyleri Sekil 4.1°de gosterildi.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda VA verilen gruba ait GSH seviyelerinde anlamli bir
azalma goriiliirken (p <0.0001), LPO ve siyalik asit seviyelerinde ise anlamli bir artis (p < 0.05,
p <0.0001) meydana geldigi belirlendi. VA grubuna Moringa ekstresi verilmesi ile GSH, LPO
ve siyalik degerleri istatistiksel olarak anlamli bir sekilde tersine ¢evrildi (p < 0.05, p <0.01, p
< 0.0001).
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Sekil 4.2: Tiim gruplara ait SOD, CAT ve XO aktiviteleri.

(***p < 0001’ ****p < 00001)

Tiim deney gruplarma ait SOD, CAT, XO diizeyleri Sekil 4.2°de gosterildi. Kontrol
grubu ile karsilastirildiginda VA verilen gruba ait SOD ve CAT aktivitelerinde anlamli bir
azalma olusurken (p < 0.0001, p < 0.001), XO aktivitelerinde ise anlaml1 bir artis (p < 0.0001)
meydana geldigi saptandi. VA grubuna Moringa ekstresi verilmesi ile SOD, CAT, XO
aktiviteleri istatistiksel olarak anlamli bir sekilde tersine gevrildi (p < 0.0001, p < 0.0001, p <
0.0001).

GST GPx
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1500

1000+

mU/mg protein®
Ulg protein®

500

mU/mg protein’

Sekil 4.3: Tiim gruplara ait GR, GST ve GPx aktiviteleri.

(***p < 0001’ ****p < 00001)
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Sekil 4.3’de tiim deney gruplarina ait GR, GST, GPx aktiviteleri verildi. Kontrol grubu
ile karsilastirildiginda VA verilen gruba ait GR, GST, GPx aktivitelerinde anlaml1 bir azalma
(p < 0.0001) oldugu goriildii. VA grubuna Moringa ekstresi verilmesi ile GR, GST, GPx
aktivitelerinde, anlaml1 bir artis meydana geldi (p < 0.001, p < 0.0001).

PON
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Sekil 4.4: Tiim gruplara ait PON ve arginaz aktiviteleri.

(**p < 0.01, ****p < 0.0001)

Tiim deney gruplarina ait PON ve arginaz aktiviteleri Sekil 4.4°de gosterildi. Kontrol
grubuna gore, VA grubuna ait PON aktivitelerinde anlamli bir azalma (p < 0.0001) meydana
gelirken, arginaz aktivitelerinde anlamli bir artig (p < 0.0001) goriildii. VA grubuna Moringa
ekstresi verilmesi ile PON ve arginaz aktiviteleri istatistiksel olarak anlamli bir sekilde tersine
cevrildi (p <0.0001, p <0.01).
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Sekil 4.5: Tiim gruplara ait TAS, TOS ve ROS degerleri.

(****p < 0.0001)

Sekil 4.5°de tiim deney gruplarina ait TAS, TOS, ROS degerleri verilmistir. Elde edilen
sonuglara gore, kontrol grubu ile karsilagtirildiginda VA verilen gruba ait TAS degerlerinde
anlaml1 bir azalma (p < 0.0001) goriiliirken, TOS ve ROS degerlerinde anlamli bir artig (p <
0.0001) meydana geldigi saptandi. VA grubuna Moringa ekstresi verilmesi ile TAS
degerlerinde VA grubuna gore anlamli bir artis (p < 0.0001), TOS ve ROS degerlerinde ise
anlaml1 bir azalma goriildii (p < 0.0001).
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Sekil 4.6: Tiim gruplara ait NO ve AOPP degerleri.

(****p < 0.0001)

Tiim deney gruplarina ait NO ve AOPP degerleri Sekil 4.6’de gosterildi. Kontrol grubu
ile karsilastirildiginda VA verilen gruba ait NO ve AOPP degerlerinde anlamli bir artig (p <
0.0001) meydana geldigi belirlendi. VA grubuna Moringa ekstresi verilmesi ile NO ve AOPP
degerleri istatistiksel olarak anlaml1 bir sekilde tersine ¢evrildi (p < 0.0001).
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Sekil 4.7: Tiim gruplara ait fukoz, heksoz, heksozamin ve HP degerleri.

(****p < 0.0001)

Sekil 4.7°de tiim deney gruplarina ait fukoz, heksoz, heksozamin ve HP degerleri
gosterildi. Elde edilen verilere gore, kontrol grubu ile karsilastirildiginda VA verilen gruba ait
fukoz, heksoz, heksozamin ve HP degerlerinde anlamli bir artig (p < 0.0001) meydana geldi.
VA grubuna Moringa ekstresi verilmesi ile fukoz, heksoz, heksozamin ve HP degerlerinde VA

grubuna gore anlamli bir azalma goriildi (p < 0.0001).
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Sekil 4.8: Tiim gruplara ait LDH, G6PD ve ACP aktiviteleri.

(****p < 0.0001)

Tiim deney gruplarina ait LDH, G6PD ve ACP aktiviteleri Sekil 4.8de belirtildi. Elde
edilen sonuglara gore, kontrol grubu ile karsilasgtirildiginda VA verilen gruba ait LDH
aktivitelerinde anlamli bir azalma (p < 0.0001) saptanirken, G6PD ve ACP aktivitelerinde ise
anlamli bir artma (p < 0.0001) meydana geldi. VA grubuna Moringa ekstresi verilmesi ile LDH,
G6PD ve ACP aktiviteleri istatistiksel olarak anlaml1 bir sekilde tersine ¢evrildi (p < 0.0001).
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5. TARTISMA

Epilepsi, merkezi sinir sisteminin tekrarlayan nobetlerle karakterize edilen kronik bir
hastalig1r olarak kabul edilmekte ve yapisal, genetik, enfeksiydz, metabolik, immiin ve
bilinmeyen nedenlerden kaynaklanmaktadir. Epileptik ndbetler, beyindeki néronlarin asir1 ve
anormal bir sekilde etkinlesmesi sonucu, merkezi sinir sisteminde uyarilma ve inhibisyon
arasindaki dengenin bozulmasina neden olmaktadir. Epileptik nobetler, fokal baslangich (bir
yarimkiirede baslayan), genellesmis baslangicli (her iki yarimkiirede ayni anda baglayan) ve
baslangict bilinmeyen nébetler olarak {i¢ ana kategoriye ayrilabilir. Epileptik ndbetler
sonucunda, anormal noéronal aktivite bolgesinde ROS ve RNS asir1 sekilde {iretilerek
noroenflamasyonun, nérodejenerasyonun ve hatali ndrojenezin gelisimine katkida bulunabilir.
Noronlarin oksidatif strese maruz kalmasi, ndbet olusturma egilimlerini artirabilirken,
antioksidanlarin uygulanmasi koruyucu bir etki saglamaktadir (Ko$mider ve dig., 2023).
Epilepsi, bir¢cok nérodejeneratif hastalikla komorbidite olarak goriilebilmektedir (Neri ve dig.,
2022). GABA metabolizmast ve GABA-glutamat-glutamat dongisiiniin  islemesi
stireglerindeki bozulmalar, 6zellikle epilepsi gibi ndronal inhibisyon eksikligi ile karakterize
hastaliklarda 6nemli rol oynamaktadir (Bryson ve Reid, 2023). Beyindeki néronlarin asirt aktif
hale gelmesini engelleyerek sinir sisteminin dengesini koruyan, inhibe edici ndrotransmitter
olan GABA’nm, epileptik beyin dokusunda, inhibisyonun azaldigi, ayrica beyin omurilik
stvisinda ve beyin dokusunda yapilan mikrodiyaliz ¢alismalar1 sirasinda GABA seviyelerinde

diisiis meydana geldigi rapor edilmistir (Treiman, 2001).

Moringa oleifera, yiiksek besin degeri ve zengin fitokimyasal igerigi ile onemli tibbi
potansiyele sahip bir bitki olmaktadir. Moringa yapraklari, alkaloidler, steroller, tanenler,
izotiyosiyanatlar, glukosinolatlar, flavonoidler, terpenoidler, saponinler ve glikozit bilesenler
gibi cesitli fitokimyasallarin yani sira yiiksek lif ve protein igerigi de barindirir. Bu bilesenler,
anti-enflamatuar, karaciger koruyucu, ditiretik, kolesterol diisiiriicii, anti-obezite, anti-kanser ve
antitilser gibi bircok 6zellikler gostererek bagisiklik fonksiyonunu destekler ve antioksidan
enzimlerin aktivitesini artirarak oksidatif stresi azaltmaya katki saglayabilir (Dahran ve dig.,
2023; Kumawat ve Une, 2024; Fachruddin ve dig., 2024). Moringa, serbest radikalleri

temizleyerek toksisiteyi engellemeye ve doku hasarini 6nlemeye yardimcet olmaktadir. Ayrica,
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Moringa yaprak ekstraktinin igerdigi aktif bilesenler sayesinde kortizol seviyesinde 6nemli bir

azalma gozlemlenmistir (Khalid ve dig., 2024).

VA, epilepsi, bipolar bozukluk ve migren tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir
antiepileptik ilagtir. VA’in terapdtik etkilerinin yani sira, ciddi toksisiteye yol acabilecegi
literatlirlerde bildirilmistir. VA, serbest radikal iiretimini artirarak oksidatif stresle iliskili
hiicresel hasara yol agarak hiicresel fonksiyonlar1 bozar ve organ hasarina yol agabilir (Oktay
ve dig., 2015). Hamilelik sirasinda VA’ya maruz kalmanin, fetlisiin biiylime ve gelisimini
olumsuz etkiledigi tespit edilmistir; bu durum, VA’in plasenta bariyerini ge¢ebilme yetenegi ve
histon deasetilaz inhibitorii olarak gen ekspresyonunda degisikliklere yol agmasiyla
iligkilendirilmektedir (Ruyani ve Sumarsono, 2023). VA, asir1 ROS iiretimiyle oksidatif strese
neden olarak antioksidan savunmalarini bozmakta ve lipid peroksidasyonuna yol agmaktadir.
Bu oksidatif stres, MAPK ve NF-kB gibi 6nemli hiicresel sinyal yollarini aktive ederek apoptoz
ve iltihaplanmay tetikleyebilir (Asghar ve dig., 2024).

GSH, detoksifikasyon mekanizmalarinda, ozellikle ksenobiyotiklerin ve toksik
maddelerin metabolize edilerek zararsiz hale getirilmesinde 6nemli bir rol oynayan tripeptittir.
GSH, hiicrenin farkli organellerinde, 6zellikle sitoplazma, endoplazmik retikulum, mitokondri
ve vakuoller gibi alanlarda milimolar diizeylerde bulunur (Ali ve dig., 2019). Yapilan
caligmalardaki GSH diizeylerindeki azalma oksidatif stresle iliskilendirilmektedir (Coremen ve
dig., 2022). GSH, H20,, O2* ve OHe radikallerini indirgeyerek antioksidan etki gostermekte,
lipitler, proteinler ve DNA’nin zarar gormesini engellemektedir (Ede ve dig., 2023; Saadat ve
dig., 2023). Hiicre i¢i GSH konsantrasyonu, birden fazla mekanizma tarafindan dinamik olarak
kontrol edilmektedir. Bu mekanizmalar, GSH’nin oksidasyonu, ksenobiyotiklerle
konjugasyonu, hiicre disina taginmasi, siilfiir iceren prekiirsorlerin hiicre i¢cine alimi ve yeniden
sentez hizin1 kapsamaktadir. Bu siirecler, hiicrenin oksidatif stresle basa ¢ikma kapasitesini ve
detoksifikasyon mekanizmalarini dogrudan etkilemektedir (Ursini ve Maiorino, 2020). GSH,
hiicrenin redoks durumunun korunmasi ve diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. GSH
diizeylerindeki azalmanin, GSH depolarinin tilkenmesi ve oksidatif stresin artisiyla ilgili
olabilecegi diisiiniilmektedir (Ertik ve dig., 2023). Cesitli ¢aligmalarda, yaratilan hasardan sonra
GSH seviyelerinin azaldig1 gosterilmistir (Alev-Tuzuner ve dig., 2024; Asghar ve dig., 2024;
Asmaa ve dig., 2025; Oktay ve dig., 2015; Sener ve dig., 2022). Beyin dokusunda VA’in toksik
etkist GSH diizeylerinin artmasi ile sonuclanmistir (Turkyilmaz ve dig., 2020). Yaptigimiz

calismada, VA’in dalak dokusuna toksik etki gdstererek GSH diizeylerinde azalma meydana
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getirdigi tayin edildi. Karaciger dokusunda VA’in etkisiyle GSH diizeylerinin azaldig1 ve ayni1
calismada vitaminle tedavi edilen dokularda GSH’1n artma gdsterdigi saptanmistir (Sokmen ve
dig., 2012). Bir diger ¢alismada, karaciger dokusunda GSH diizeylerinin yiikselerek koruyucu
etki gostermesi tayin edilmistir (Redha ve dig., 2021). Moringa’nin antioksidan igerigi ve
serbest radikalleri dogrudan temizleyebilmesi gibi cesitli ozellikleri ile bozulmus GSH
diizeylerinin normale donmesini saglayarak doku sagligin1 destekledigi sonucuna varilmistir
(Alam ve dig., 2023; Wang ve dig., 2024). Ayrica, dalak dokusunda yapilan arastirmalarda
tedavi sonucu GSH diizeylerinin yiikseldigi tespit edilmistir (El-Bassossy ve dig., 2023).
Calismamizda, VA ile olusturulmus dalak hasarmma Moringa ekstresi uygulanmast GSH

diizeylerinde belirgin bir artma ile sonu¢lanmaistir.

LPO’nun zincir reaksiyonlart ile hiicrelerde oksidatif stresi tetikledigi ve yapilan
caligmalarda da, oksidatif stresin LPO diizeylerindeki artisi tetikledigi, LPO’nun, GSH
tiikenmesine yol actig1 ve hiicrelere zarar verdigi belirtilmistir (Ursini ve Maiorino, 2020;
Coremen ve dig., 2022). VA, oksijen bagimli hiicre hasarini tetikleyerek LPO seviyelerini artirir
ve bu durum, antioksidan sistemin bozulmasi ile sonuglanabilir (Asghar ve dig., 2024; Oktay
ve dig., 2015). Bu ¢alismada, VA’in dalak dokusunda LPO seviyelerini arttirdigi tayin edildi.
Bircok c¢alisma, dokularda yaratilan hasarin LPO seviyelerinde artisa sebep oldugunu
gostermektedir. Karaciger dokusunda VA’in LPO seviyelerinde artma meydana getirmesi
belirtilmistir ve bu ylikselme, ROS {iiretiminin artmasiyla aciklanmaktadir (Sokmen ve dig.,
2012). Hasar yaratilmis beyin dokusunda ROS ve LPO seviyelerinde artma gézlemlenmistir
(Dahran ve dig., 2023). Kas dokusunda VA’in olusturdugu hasar LPO seviyelerinde artig ve
buna karsilik olarak GSH seviyelerinde disiis ile gosterilmis (Ertik ve dig., 2023), beyinde
yapilan ¢alismada ise VA’in LPO seviyelerini arttirdigi belirtilmis (Turkyilmaz ve dig., 2020).
Moringa yaprak ekstresinin ise, mide dokusunda LPO yiikselmesine kars1 antioksidan savunma
mekanizmasi olusturdugu Razis ve dig., (2014) tarafindan bildirilmistir. Alev-Tuzuner ve dig.,
(2024) Moringa ekstraktinin hasar grubuna verilmesi ile, LPO seviyelerinde anlamli bir azalma
oldugunu gostermistir. Calismamizda, VA grubuna Moringa oziiti verilmesi ile LPO

seviyelerinde belirgin bir azalma meydana getirdigi saptandi.

Oksidatif stres, membran proteinlerindeki siyalik asit kalintilarinin hidrolizini
artirmaktadir (Alev-Tuzuner ve dig., 2024). Siyalik asit, dokuz karbonlu iskelete sahip bir
monosakkarittir. Artan siyalik asit seviyelerinin, inflamatuar siireglerde glikoproteinlerinin

artan ekspresyonundan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Literatiirde, siyalik asidin ¢esitli
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inflamatuar hastaliklarin bir biyobelirteci olarak kullanilabilecegi one siiriilmiis, yiikselen
siyalik asit seviyelerinin organizmanin kendini koruma mekanizmasinin bir yansimasi oldugu
belirtilmistir. VA uygulamasinin ise kontrol grubuna kiyasla bagirsak dokusunda siyalik asit
seviyelerini anlamli derecede artirdigi gosterilmistir (Oktay ve dig., 2015). Siyalik asit
seviyelerinde artig, oksidatif stres sirasinda protein ve lipid yapilarinin pargalanmasi sonucu ya
da artan biyosentez nedeniyle meydana gelebilir. Siyalik asit seviyelerinin VA’in etkisiyle
artma gosterdigi ve Moringa’nin VA grubuna uygulanmasinin siyalik asit seviyelerinde anlamli
bir azalmaya neden oldugu tayin edilmistir (Ertik ve dig., 2023). Yapmis oldugumuz ¢alismada,
VA uygulanan dalak dokularinda siyalik asit seviyelerinin arttigi, VA+Moringa gruplarinda ise
siyalik asit seviyelerinin azaldigi saptandi. VA+Moringa gruplarinda, GSH diizeylerinin

artmasi ve siyalik asidin miktarinin azalmasi hasarin azaldigini gostermektedir.

SOD siiperoksit anyonlarinit temizlemekten sorumlu olan bir enzimdir (Ursini ve
Maiorino, 2020). SOD, O radikalini H2O2 ve oksijene doniistiirerek antioksidan savunma
sisteminin onemli bir parcasi olarak hiicreleri oksidatif hasara karsi korur (Ede ve dig., 2023;
Emekli-Alturfan ve dig., 2015). Moringa ile beslenmis kegilerin etinde SOD aktivitesinin diger
gruplara kiyasla belirgin bir artis gdsterdigi tespit edilmistir. Bu bulgu, Moringa’nin antioksidan
savunma sistemini destekleyici etkisini ortaya koymaktadir (Razis ve dig., 2014). CAT,
hiicreleri oksidatif hasara kars1 korumada kritik bir rol oynayan antioksidan enzimdir ve bu
korumayz, hidrojen peroksidi, su ve oksijene doniistiirerek hayata gecirmektedir. Oksidatif stres
olusturulmus deneylerde, CAT ve GSH degerlerinin azaldig1 saptanmistir (Saadat ve dig.,
2023). CAT antioksidan enzim olarak oksidatif strese kars1 koyar ve lipitleri, proteinleri ve
DNA’y1 korur. CAT, memeli hiicrelerinin peroksizomlarinda ve mitokondrisinde, SOD ise
sitozol ve mitokondri gibi hiicresel bolgelerde bulunmaktadir. SOD, CAT, GSH gibi enzimler
serbest radikallerin temizlenmesinde kullanildigina goére olas1 oksidatif streste bu enzimlerin
seviyeleri azalmaktadir (Ali ve dig., 2019). CAT’ 1n ana islevi ROS temizligi olsa da, hiicredeki
oksidatif dengeyi sagladigi i¢in dolayli olarak hormon diizenlemesi iizerinde de etkili
olmaktadir (Nithiyanandam ve dig., 2023). Deney hayvanlarinda VA uygulamasinin SOD,
CAT aktivitelerini azaltabildigini gosterilmistir (Ezhilarasan ve Mani, 2022). Oksidatif stres,
GSH ve SOD seviyelerinde azalmaya sebep olmustur (Fan ve dig., 2023; Han ve dig., 2023).
Calismamizda, SOD ve CAT aktiviteleri VA ile olugturulmus hasar nedeniyle azalma gostermis
ve LPO seviyelerinin artmasi olusmus toksitenin kaniti olarak kabul edilmektedir. Dalak

dokusunda yaratilan hasar nedeniyle CAT aktivitelerinde azalma tayin edilmistir (Pan ve dig.,
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2023). Bir bagka dalak calismasinda ise hasar nedeniyle hem SOD hem de CAT enzim
aktivitelerinin azaldig1 saptanilmistir (Nithiyanandam ve dig., 2023). Oksidatif stresin hasar
verdigi dalak dokusunda CAT ve SOD aktivitelerinin azaldig1 goriilmiis (Wang ve dig., 2023;
Maity ve dig., 2023) ve dalak dokusunda SOD, GSH ve CAT seviyelerindeki azalmanin
antioksidan savunma mekanizmalarini bozdugu gosterilmistir. Literatiirlerde, terapotik bitki
ekstresinin bu enzim seviyelerinin artmasina sebep oldugu (Umoren ve dig., 2023), beyin CAT
ve SOD aktivitelerinin, VA grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli sekilde azalmis oldugu
(Turkyilmaz ve dig., 2020), ROS ve LPO seviyelerinde artis, CAT, SOD ve GSH seviyelerinde
ise azalma oldugu gosterilmistir (Asmaa ve dig., 2025). SOD ve CAT seviyelerinin VA
uygulanmis dalakta Onemli Ol¢iide azaldigr tayin edilmistir (Asghar ve dig., 2024).
Caligmamizda aldigimiz sonuglar, Moringa’nin CAT ve SOD degerlerinde artma gosterdigi ve

serbest radikalleri siipiirerek oksidatif stresin oniine gectigi yoniindedir.

XO, purin katabolizmasinda Onemli bir rol ustlenmektedir. XO’nun yiikselmis
aktivitesi, stiperoksit radikallerinin olusumuyla iligkili olup oksidatif strese yol agmaktadir
(Coremen ve dig., 2022). Literatiirde, XO aktivitelerinin VA grubunda artma gosterdigi
gosterilmistir (Turkyilmaz ve dig., 2020). Bu ¢alismada, VA ile olusturulmus dalak hasarinin
XO aktivitelerinde artis gosterdigi tayin edildi. VA tedavisi sonrasi gézlemlenen XO
aktivitesindeki artig, ROS iiretimini artirabilir ve bu durum, artan lipid peroksidasyonu ve
oksidatif hasarin bir kismindan sorumlu olabilir (Sokmen ve dig., 2012). Yapilan bir diger
calisma, polifenoller gibi kimyasal maddelerin ksantin oksidaz gibi oksidan {ireten enzimlerin
aktivitelerini engelledigi yoniindedir (Ali ve dig., 2019). Calismamizda, Moringa’nin polifenol
ve vitamin gibi gesitli bilesenleri igermesi sayesinde VA grubunda artmis olan XO seviyelerinin
anlaml bir sekilde azaldigi tespit edilmistir. Moringa’nin terapdtik etkileri sayesinde, bozulmus
CAT, SOD ve GSH seviyelerinin geri kazanilmasi belirtilmis (Alev-Tuzuner ve dig., 2024;
Wang ve dig., 2024), hasarli dokuda ROS ve LPO artiminin CAT aktivitesinde azalmaya sebep
oldugu gosterilmistir. Moringa, beyinde yaratilan norotoksiteye karsi etki gostererek CAT
aktivitelerini artirmistir (Dahran ve dig., 2023). Bir baska ¢alismada, Moringa’nin karaciger
dokusunu korumada etkili oldugu, SOD, CAT seviyelerini anlamli bir sekilde arttirdig:
belirtilmistir (Redha ve dig., 2021). Kas dokusunun VA grubunda, SOD aktiviteleri azalmis,
VA+MO grubunda ise Moringa’nin etkisi ile SOD aktivitelerinde artma saptanilmistir (Ertik
ve dig., 2023).
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GR, hiicresel antioksidan savunma sisteminde 6nemli bir enzimdir. GR, oksitlenmis
glutatyonu (GSSG) iki molekiil indirgenmis glutatyon (GSH) haline doniistiiriir ve bu reaksiyon
icin NADPH’y1 kofaktor olarak kullanmaktadir. Bu doniisiim, hiicre i¢i redoks dengesinin
korunmasinda ve ROS’un neden oldugu hasarin Onlenmesinde O6nemli bir mekanizma
olmaktadir (Ertik ve dig., 2023). GR aktivitesinin yiikselmesi antioksidan 6zelliginin artmasini
gostermektedir (Alam ve dig., 2023). GPx, hidrojen peroksidi (H202) indirgenmis glutatyon
(GSH) kullanarak su ve oksitlenmis glutatyon (GSSG) haline doniistiiren bir enzimdir. Ayrica,
GPx, lipid peroksidasyon {iriinlerini detoksifiye ederek hiicresel membranlar1 oksidatif
hasardan kormaktadir (Azeem ve dig., 2023). GPx sitoplazma ve mitokondrilerde bulunur.
Ayrica, ROS’un yiiksek seviyelerine maruz kalindiginda ilk aktive gosteren enzim olarak
belirlenmistir (Ali ve dig., 2019). GST, reaktif bilesiklerin elektrofilik saldirilarindan
kaynaklanan hiicre hasarini 6nlemede 6nemli bir rol oynayan enzimdir. GST hem oksidatif
stresin etkilerini hafifletmekte hem de hiicresel biitiinliiglin korunmasina katkida saglamaktadir
(Emekli-Alturfan ve dig., 2015). Calismamizda, VA ile hasar olusturulmus sican dalaginda GR,
GST, GPx enzim aktivitelerinin azaldigi, VA ve Moringa ekstresi verilen gruplarda ise enzim
aktivitelerinin anlamli bir sekilde arttig1 saptanildi. Bu bulgular, literatiirde ¢esitli makalelerle
tutarlilik gostermektedir. Literatiirlerde, kas dokusunda VA’in etkisiyle GPx aktivitelerinin
azaldig1, hasar grubuna Moringa’nin verilmesiyle bu degerlerde artis goriilmesi (Ertik ve dig.,
2023), VA’in bagirsak dokusunda, GST aktivitesinin kontrol grubuna kiyasla anlamli bir
azalma gostermesi (Oktay ve dig., 2015), kalp dokusunda VA grubunda GPx aktivitelerinin
azalmasi (Emekli-Alturfan ve dig., 2015), hasar yaratilmis dalak dokusunda GPx aktivitelerinin
azalmas1 (Han ve dig., 2023; Nithiyanandam ve dig., 2023; Wang ve dig., 2023), cesitli
dokularda deney hayvanlarina VA uygulanmasinin GPx ve GST seviyelerini azaltabildigi
(Ezhilarasan ve Mani, 2022; Asghar ve dig., 2024), Moringa’nin GST, GR, GPx seviyelerini
artirdig1 (Alev-Tuzuner ve dig., 2024; Dagsuyu ve dig., 2023; Razis ve dig., 2014; Redha ve
dig., 2021) gosterilmistir.

Calismamizda, VA’in dalak dokusuna etkisi arginaz aktivitelerinin artmasina neden
olmustur. Bu sonug, asir1 ROS {iretimi ve LPO seviyelerinin ylikselmesiyle uyumlu olmaktadir.
VA ve Moringa verilen gruplarda ise arginaz seviyeside azalma tayin edildi. Bu inhibisyonun
olas1 nedeni, Moringa’nin icerdigi fenolik bilesiklerin antioksidan 6zelliklere sahip olmalari

diisiintilebilir (Chis ve dig., 2023).
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PON, ozellikle aktive olmus organofosfatlar1 ve CPF-okson gibi okson yapidaki
molekiilleri detoksifiye etmekle sorumlu bir enzimdir. PON aktivitelerinin oksidatif stresin
etkisiyle degistigi bilinmektedir (Coremen ve dig., 2022). PONI, LDL’nin oksidatif
modifikasyonunu inhibe ederek lipoproteinleri oksidasyondan korumaktadir (Redha ve dig.,
2021). Literatiirde, karaciger dokusunda PON aktivitesi, VA’in etkisiyle anlamli sekilde
azalmistir. Oksidatif kosullar altinda PON1’in inaktive oldugu belirtilmistir (Sokmen ve dig.,
2012). Bir baska c¢alismada, VA uygulanan gruplarda PON aktivitelerinde azalma
gbzlemlenmistir. Bu azalma, ROS olusumunun tiyol gruplarini etkileyerek oksidasyonlarina
yol agmas1 ve dolayisiyla aktivitelerinin azalmasiyla agiklanabilir (Turkyilmaz ve dig., 2020).
Bu calismada, VA ile hasar olusturulmus dalak dokusunda, PON aktivitelerinde azalma,
Moringa uygulanmasinin ise PON aktivitelerinde belirgin bir artma gosterdigi tayin edildi.
Arastirmalar sonucunda, Moringa’nin c¢esitli antioksidan bilesenlerinin, VA’in ROS
seviyelerini artirarak meydana gelen oksidatif strese karsi savunmada koruyucu bir etki

gosterdigi tespit edilmistir.

ROS siiper oksit radikali, hiicrelerde oksidatif stresin baslica aracilarindan biri olarak,
hiicresel yapilarin bozulmasina ve ¢esitli patolojik durumlarin gelismesine yol acabilen reaktif
oksijen tiirtidiir (Ursini ve Maiorino, 2020). ROS seviyelerindeki artimin oksidatif stres nedenli
oldugu gosterilmis (Coremen ve dig., 2022), ROS iiretiminin artmast sonucu VA tedavisinin
LPO seviyelerini ve hiicrelerde toksisite riskini artirdig1 bildirilmistir (Oktay ve dig., 2015).
Oksidatif stres, ROS iiretimi ile antioksidan savunma sisteminin bu tiirleri nétralize etme
kapasitesi arasinda bir dengesizlik oldugunda meydana gelir, bu da hiicresel fonksiyonlarin
bozulmasina ve bir¢ok hastalik siirecinin tetiklenmesine yol acabilir (Asghar ve dig., 2024).
Moringa, hasarli dokuda ROS aktivitesinin azalmasini saglayarak terapotik etki gostermistir
(Dahran ve dig., 2023). ROS ve LPO seviyelerindeki artis, dokuda hasar oldugunu ve
antioksidan sistemin bozuldugunu gostermektedir (Asmaa ve dig., 2025). Oksidatif stres TAS
seviyelerinde azalmaya sebep olmustur (Fan ve dig., 2023). Dalak dokusunda yaratilan hasar
nedeniyle TAS seviyelerinde azalma belirlenmis (Pan ve dig., 2023; Han ve dig., 2023),
Moringa’nin TAS aktivitelerini anlamli bir sekilde arttirdigi belirtilmistir (Redha ve dig., 2021).
Sodyum valproat ile hasar yaratilan grupta TAS seviyelerinde anlamli bir diisiis, TOS
seviyelerinde ise anlaml1 bir artis tayin edilmistir. Moringa ekstrakti verilen grup, hasar grubuna
kiyasla TAS seviyelerini anlamli sekilde artirmistir (Alev-Tuzuner ve dig., 2024). Bir baska
calismada, VA ile hasar olusturulan gruplarda ROS, TOS seviyelerinde artma tespit edilmistir
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(Ertik ve dig., 2023), TAS seviyeleri azalmistir (Turkyilmaz ve dig., 2020). VA+Moringa
uygulamasinin ise TOS, ROS seviyelerinin azalmasina, TAS seviyelerinin artmasina neden
oldugu belirtilmistir (Dagsuyu ve dig., 2023). Bu c¢alismada, VA verilen gruplarda TOS ve
ROS aktiviteleri kontrol grubu ile kiyaslandiginda belirgin bir sekilde artmis, TAS aktiviteleri
ise belirgin bir sekilde azalmigtir. TOS ve ROS seviyelerindeki bu artis, VA’in dalakta yarattigi
hasarin en belirgin kanitidir. Buna ilave olarak, TAS aktivitelerinin azalmasi antioksidan
sistemin hasar gordiigiinii bize bildirmektedir. VA+Moringa grubunda TOS ve ROS

aktivitelerinde kontrol grubuna gore azalma, TAS seviyelerinde ise artma saptanmustir.

AOPP protein oksidasyonunun bir belirtecidir. AOPP seviyelerinde meydana gelen
artig, serbest radikallerin hiicrelere olumsuz etkileriyle iliskilendirilmektedir (Coremen ve dig.,
2022). AOPP seviyeleri, ROS tarafindan indiiklenen protein oksidasyonunun Onemli
gostergesidir. Literatiirde, VA, AOPP seviyelerinde artima neden olmus (Turkyilmaz ve dig.,
2020), lens dokusunda AOPP seviyelerinin VA’in toksik etkisi nedeniyle arttigi, Moringa’nin
bu gruba etkisiyle AOPP seviyelerinin azaldigi tespit edilmistir (Dagsuyu ve dig., 2023).
Calisgmamizin bulgularina gore, oksidatif stres nedeniyle AOPP degerlerinin hasar grubunda

arttig1, bu gruba Moringa verilmesi ile AOPP degerlerinin azaldig: tespit edildi.

NO, arginin amino asidinden nitrik oksit sentaz enzimi aracilifiyla veya enzimatik
olmayan yollarla tretilebilen bir reaktif nitrojen tiriidiir (Ali ve dig., 2019). NO, hiicresel
diizeyde hem koruyucu hem de zarar verici etkiler gosterebilen bir molekiildiir. indiiklenebilir
NO sentaz1 (iINOS), makrofajlar gibi inflamatuar hiicrelerde NO sentezler ve bu, bagisiklik ve
inflamasyon yanitlarinda rol oynayabilir. Ancak, iNOS tarafindan uzun siireli agirt NO {iretimi,
oldukca toksik ve reaktif peroksinitritlerin olusumuna yol acabilmekte, oksidatif doku hasarini
ve hiicre Olimiini tetiklemektedir (Alev-Tuzuner ve dig., 2024). NO, onemli bir lipit
gecirgenligine sahip sinyal molekiiliidiir ve bagisiklik hiicrelerinde, 6zellikle makrofajlar ve
dogal oldiiriicii hiicrelerde (NK hiicreler), gesitli iltihaplanma mediatorlerine yanit olarak
uyarilabilmektedir. NO sentezi, diislik konsantrasyonlarda kemokin ve sitokinlere yanit olarak
T lenfositlerinde de tespit edilmistir (Jur¢ackova ve dig., 2023). NO, hem iltihap belirteci olarak
islev goriir hem de giiglii bir vazodilator 6zellige sahiptir (Coremen ve dig., 2022). Asirt NO
iiretimi oksidatif strese neden olarak ¢esitli kronik hastaliklar tetikleyebilmektedir. Kolon
kanserinde Moringa’nin iNOS gen ifadelerini baskiladig: literatiirde belirtilmistir (Razis ve
dig., 2014). Dalak dokusunda olusturulan hasar NO seviyelerinde artis gostermis (Nawaz ve

dig., 2023), Moringa’nin etanollii ekstresi, NO seviyelerini diisiirmede etkili olmustur (Redha
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ve dig., 2021). Lens dokusunda, VA ile olusturulan hasarin NO seviyelerinde kontrol gruba
gore artma, VA+Moringa ise azalma gosterdigi tayin edilmistir (Dagsuyu ve dig., 2023). Baska
bir ¢alismada, VA grubunda NO seviyeleri aktivitelerinde artma, bu gruba Moringa ekstresi
uygulamasi anlamli bir azalma saglamis (Ertik ve dig., 2023; Alam ve dig., 2023), beyin
dokusunda, VA grubunda NO seviyelerinde artis saptanilmigtir (Turkyilmaz ve dig., 2020). Bu
calismada, VA’in dalak dokusuna etkisi ile NO seviyelerinde artma, VA+Moringa grubunda

ise azalma tayin edilmistir.

Hidroksi prolin, kolajen yapisinin 6nemli bir bileseni olup, fibrozis siireglerinde bir
marker olarak kullanilmaktadir (Coremen ve dig., 2022). Bu ¢alismada, dalak dokusuna VA’in
toksik etkisi nedeniyle HP degerleri kontrol gruba gore belirgin bir sekilde arttigi, Moringa’nin
etkisiyle HP degerlerinin belirgin bir sekilde azaldig1 saptandi.

Calismamizda, VA uygulanan sican dalaklarimin heksoz, heksozamin, fukoz
seviyelerinde kontrole gore belirgin bir sekilde artma, VA+Moringa da ise belirgin bir sekilde

azalma saptanildi.

LDH, hiicre hasarinin belirgin bir biyo-belirtecidir. LDH aktivitesinin 6l¢imii, kimyasal
maddeler veya toksinlerle indiiklenen hepatotoksisiteyi degerlendirmek i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir (Sokmen ve dig., 2012). Kas dokusunda yapilan arastirma, Moringa’nin
kontrol grubuna gére LDH seviyesini artirdig1 yoniindedir (Ertik ve dig., 2023). Calismamizda,
VA’in neden oldugu dalak doku toksitesinde, LDH aktivitelerinin azalmasi tayin edilmis, VA
grubuna Moringa’nin etkisi ile LDH aktivitelerinde belirgin bir sekilde artma oldugu

saptanilmustir.

G6PD, pentoz fosfat yolunun ana enzimi olarak NADPH sentezinde 6nemli bir rol
oynamaktadir. G6PD aktivitesindeki degisiklikler, NADPH seviyelerini etkileyerek
antioksidan sistemin verimliligini azaltabilir ve bu durum, oksidatif stresin ortaya ¢ikmasina
neden olmaktadir. Kas dokusunda yapilan arastirmada, VA grubunun G6PD aktivitesi anlaml
bir sekilde artmis, Moringa ekstresi uygulanmast ise G6PD aktivitesinin anlamli sekilde
azalmasina neden olmustur (Ertik ve dig., 2023). Bu ¢alismada, VA grubunda kontrol grubuna
gore GOPD aktivitelerinde belirgin bir artma, VA+Moringa grubunda ise VA grubuna gore

azalma tayin edildi.
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Calismamizin verilerine gore, dalak dokusunda VA, ACP aktivitelerinde kontrol gruba
gore belirgin bir sekilde artma, VA’ya Moringa ekstresi uygulanmasinin ise azalma gosterdigi

tayin edildi.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calisma, valproik asit ile olusturulan dalak dokusu hasarinda Moringa oleifera
yaprak ekstresinin koruyucu etkilerini arastirmayi amaglamistir. Arastirma sonucunda, valproik
asit uygulamasinin dalak dokusunda oksidatif stres olusturarak dokusal hasara yol agtig1 tespit
edilmistir. Bu durum, GSH, TAS diizeylerinin yam sira SOD, CAT, GR, GST, GPx gibi
antioksidan enzimler ve PON, LDH enzim aktivitelerinin azalmasiyla ve LPO, siyalik asit, XO,
arginaz, TOS, ROS, NO, AOPP, glikoproteinler, HP, G6PD, ACP gibi yiiksek oksidatif stres
belirteglerinin artmasiyla dogrulanmistir. Moringa oleifera yaprak ekstresinin uygulanmasiyla
bu biyokimyasal dengesizliklerin diizeldigi, antioksidan savunma sisteminin gii¢lendigi ve
oksidatif hasarin azaldigi saptanmistir. Bulgular, Moringa oleifera’nin dalak dokusundaki
valproik asit kaynakli hasar iizerinde koruyucu ve terapdtik etkiler sunabilecegini

gostermektedir.
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ETiK KURUL iZIiN YAZISI

Uyari: Canli denekler iizerinde yapilan tim aragtirmalar i¢in Etik Kurul Belgesi alinmasi
zorunludur.

X Etik Kurul izni gerekmektedir.
[0 Etik Kurul izni gerekmemektedir.

Sabina AHMADOVA
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KURUM IiZNi YAZILARI

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

0  Kurum izni gerekmektedir.

X  Kurum izni gerekmemektedir.

Sabina AHMADOVA



