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1. 0ZET

Tezin bashgr : Moringa oleifera’nin valproik asit verilen siganlarda tiikiiriik bezleri
tizerine olas1 koruyucu etkisinin incelenmesi

Ogrencinin Adi, Soyadi :Eda CERGEL

Damismanin Adi, Soyadi :Aysen YARAT

Programin Adi :Beslenme ve Biyokimyasi

Amac: Bu calismada, M. oleifera ekstresinin valproik asit verilen Sprague Dawley

siganlarinda tiikiirtik bezi tizerine olas1 koruyucu etkisinin arastirilmasi amaglandi.
Gerec¢ ve Yontem: Sprague Dawley disi si¢anlari; kontrol grubu (%0,9 g’lik NaCl
verilen), kontrol + moringa grubu (0,3 g/kg/giin dozunda %70’lik etanollii Moringa
oleifera ekstresi verilen), valproik asit grubu (0,5 g/kg/giin valproik asit verilen) ve
valproik asit + moringa grubu (benzer dozlarda valproik asit ve Moringa oleifera
ekstresi verilen) olmak tizere dort gruba ayrildi. On altinci giinde a¢ birakilan siganlar
anestezi altinda sakrifiye edildi. Parotis, submandibular ve sublingual tiikiiriik bezleri
alinarak %0,9 g’lik NaCl ile homojenize edildi ve deney giiniine kadar -78 °C’de
sakland1i. Tium tiikiiriik bezlerinde c¢esitli biyokimyasal antioksidan ve oksidan
parametreler tayin edildi.

Bulgular: Valproik asit verilen tiim tiikiiriik bezlerinde glutatyon, glutatyon-S-
transferaz, siiperoksit dismutaz degerleri kontrol grubu siganlarina gére anlamli olarak
azaldi. Total antioksidan kapasite ise sadece parotis ve sublingual tiikiiriik bezlerinde
azaldi, submandibular bezde anlamli olarak degismedi. Lipid peroksidasyon, siyalik
asit, nitrik oksit degerleri ise valproik asit verilen grupta kontrol grubuna gore anlamli
olarak artt1. Total oksidan kapasite ise sublingual bezde degismedi ancak diger
dokularda anlamli derecede artti. Katalaz, doku faktorii aktivitesi ve total protein
degerlerinde ise kontrol grubu ve valproik asit verilen grupta anlamli olarak degismedi.
Moringa oleifera ekstresinin valproik asit grubuna uygulanmasi, ¢esitli antioksidan ve
terapotik ozellikleri araciligiyla valproik asidin neden oldugu degisen biyokimyasal
parametreleri olumlu yonde etkiledi.

Sonuc¢: Moringa oleifera ekstresi tiikiiriik bezlerinde valproik aside bagli oksidan
hasarin gerilemesinde etkili oldu. Tiikiiriik bezlerinde oksidan hasara karsi farkl
tedavi yaklasimlarinin gelistirilmesinde Moringa oleifera bitkisi alternatif olabilir.
Anahtar kelimeler: Moringa oleifera ekstresi, valproik asit, tikiirik bezi,

antioksidan-oksidan parametreler



2. SUMMARY

Title of Thesis: Investigation of the possible protective effect of Moringa oleifera on
salivary glands of valproic acid given rats

Student Name, Surname: Eda CERGEL

Supervisor Name: Prof. Dr. Aysen YARAT

Program Name: Nutrition and Biochemistry

Objective: In this study, it was aimed to investigate the possible protective effects of

M. oleifera extract on the salivary glands of valproic acid given Sprague Dawley rats.
Material and Methods: Sprague Dawley female rats were divided into four groups
as; control group (administered 0,9 g % NaCl), control + moringa group (administered
70% ethanol extract of M. oleifera 0,3 g/kg/day), valproic acid group (administered
0,5 g/kg/day valproic acid) and valproic acid + moringa group (administered similar
doses of valproic acid and M. oleifera extract). On the 16th day, fasted rats were
sacrificed under anesthesia. Parotis, submandibular and sublingual salivary glands
were taken and homogenized with 0,9 g % NaCl and stored at -78 °C until the day of
the experiment. Various biochemical antioxidant and oxidant parameters were
determined in all salivary glands.

Results: Glutathione, glutathione-S-transferase and superoxide dismutase values in all
salivary glands given valproic acid were significantly decreased compared to control
group rats. Total antioxidant capacity decreased only in parotis and sublingual salivary
glands. It did not change significantly in the submandibular gland. Lipid peroxidation,
sialic acid and nitric oxide values increased significantly in the valproic acid group
compared to the control group. Total oxidant capacity did not change in the sublingual
gland, but increased significantly in the others. Catalase, tissue factor activity and total
protein values did not change significantly between groups. Moringa oleifera extract
was found to correct these biochemical deteriorations caused by valproic acid through
its various antioxidant and therapeutic properties.

Conclusion: Moringa oleifera extract was effective in the regression of valproic acid-
induced oxidant damage in salivary glands. Moringa oleifera plant may be an
alternative for the development of different treatment approaches against oxidant

damage in salivary glands.

Key words: Moringa oleifera, valproic acid, salivary gland, antioxidant-oxidant

parameters



3. GIRIS ve AMAC

Tiikiirtik bezleri biiyiik (major) ve kii¢iik (mindr) bezler olmak iizere iki ana gruptan
olusur. Her iki kulagin 6n ve alt tarafinda konumlanmis olan parotis tiikiiriik bezleri,
¢ene alt1 (submandibular) tiikiiriik bezleri ve dilalt1 (subligual) tiikiirtik bezleri, biiyiik
(major) tiikiiriik bezleri olarak siniflandirilir. Agiz iginde, dudak ve damakta ¢ok
sayida kiiciik (minor) tiikiiriik bezi yer alir. Tiikiirik bezlerinin ana gorevi agiz igini
nemlendiren, sindirime yardim eden ve mikroplara karsi koruyucu enzimleri igeren
tilkiiriik salgisini tiretmektir. Cesitli hastaliklarin tedavisine yonelik ilaglar tiikiiriik
bezi disfonksiyonu, tiikiirik bezi hipofonksiyonu, siyalore (asir1 tiikiirik

salgilanmasi), agiz kurulugu gibi olumsuz etkilere neden olabilir (Wolff ve ark., 2017).

Valproik asit/ valproat (VPA) ya da diger adiyla 2-propilpentanoik asit, valerik asitten
elde edilen dalli kisa zincirli bir yag asididir. VPA o&zellikle epilepsi tedavisinde
kullanilmasimin yaninda anksiyete, bipolar bozukluk ve migren gibi psikiyatrik
bozukluklarda da kullanim etkili bir ilagtir (Ghodke-Puranik ve ark., 2013). VPA’nin
psikiyatrik ve norolojik bozukluklarda tedavi edici etkisinin, santral sinir sisteminde
inhibitdr bir nérotransmitter olan gama amino biitirik asit (GABA) yardimiyla oldugu
bilinmektedir. GABA sentezinde dnemli bir rol oynayan glutamik asit dekarboksilaz
aktivitesini arttirir ve metabolizmasinda gorev alan GABA aminotransferazi inhibe
ederek GABAerjik fonksiyonlar1 giiglendirir (Loscher, 2002; Oktay ve ark., 2016).
Genellikle iyi tolere edilen bir ilagtir ve nispeten giivenli oldugu kanitlansa da birgok
yan etkisi de oldugu anlasilmistir (Kostrouchova ve ark., 2007; Dreifuss ve Langer,
1988) Valproik asidin klinik yan etkileri hazimsizlik, kilo alma, disfori, yorgunluk, bas
donmesi, uyusukluk, sa¢ dokiilmesi, bas agrisi, bulanti, sedasyon ve tremordur. VPA
pek cok klinik yan etkilerine ek olarak sialadenoza ve agiz kuruluguna neden oldugu
(Mauz ve ark., 2005; Wolff ve ark., 2017) ve VPA tedavisinin tiikiiriik bezi

tiimorlerinin biiyiimesini engelledigi ileri siiriilmektedir (Nagai ve ark., 2014).

Moringa oleifera (M. oleifera), Moringaceae ailesine ait olan 13 tiirden olup, Moringa
cinsinin en ¢ok bilinen ve yetistirilen tiiriidiir (Dhakad ve ark., 2019). Farkli farkh
adlandirilan bir bitki olup halk arasinda cesitli rahatsizliklar1 ve kronik hastaliklari

iyilestirmesi sebebiyle “Mucize aga¢” olarak da isimlendirilir (Abdull Razis ve ark.,

3



2014). Moringa bitkisinin tohum, yaprak, meyve gibi her bolimii insanlar ile
hayvanlarin tiiketimine uygundur ve tibbi olarak, faydali gida bilesenleri,
nutrasotikler, su sanitizasyonu ve biyoyakait tiretimi i¢in degerlidir (Ayasan, 2015). M.
oleifera yapraklar1 kalsiyum, potasyum, ¢inko, magnezyum, demir ve bakir gibi
mineraller igerir. Ayrica beta-karoten, C vitamini, E vitamini, protein ve polifenoller
acisindan zengindir ve iyi bir dogal antioksidan kaynag olarak bilinir (Gopalakrishnan
ve ark.,, 2016; Leone ve ark., 2016). M. oleifera’dan elde edilen ekstraktlar;
antiinflamatuar, antioksidan, antikanser, hepatoprotektif, ndroprotektif, kan sekerini
ve lipidini azaltic1 fonksiyonlar dahil olmak {izere birgok nutrasdtik ve farmakolojik
ozellik gosterir ve bu faydali islevleri yapabilmeleri flavonoidler veya biyoaktiviteye
sahip izotiyosiyanatlar gibi fitokimyasallar ile giiglii bir sekilde iligkilidir (Aja ve ark.,
2014; Kou ve ark., 2018; Vargas-Sanchez ve ark., 2019).

Gida ve ilaglarda yaygin olarak kullanilmasina ragmen insanlarda M. oleifera
yapraginin ve bitkinin diger kisimlarinin terapotik etkisini gosteren klinik deneyler
tizerinde ¢ok az calisma vardir (Dhakad ve ark., 2019). Literatiirde bu agag
yapraklarinin VPA’e bagh cesitli tiikiiriik bezleri iizerine koruyucu etkisi ile ilgili
calisma bulunmamaktadir. Bu ¢calismada M. oleifera ekstresinin, VPA verilen Sprague

Dawley sicanlarinin tiikiiriik bezleri iizerine etkileri incelenmistir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Valproik Asit

4.1.1. Kimyasal yapisi
Valproik asit (VPA), ilk defa 1882 yilinda Burton tarafindan valerik asit analogu

olarak sentezlenmistir. 1962 yilinda Pierre Eymard tarafindan antikonviilsan etkisi
bulunmustur. Bilesigin gii¢lii bir antikonviilsan aktivite gosterdigi gozlemlenmis ve bu
da VPA’nin epilepsi igin yararli bir ajan oldugunu arastirmaya yol agmistir. 1967
yilinda Fransa’da antiepileptik ila¢ olarak kullanimi onaylanmistir. Gliniimiizde en

genis spektruma sahip antiepileptik ilaglardan biridir (Belcastro ve ark., 2013).

0 o)
(@)
H,;C H)C
H3C OH (o) Na
OH
CH3 CH3
Valerik Asit Valproik asit Sodyum Valproat
CsH,,0, CsH,40, CsH,50,Na

Sekil 1. Valerik asit, valproik asit ve sodyum valproatin kimyasal yapilari ile
formiilleri (Hamaidia ve ark., 2016’dan degistirilerek kullanilmistir)

VPA, diistik molekiiler agirlikli bir karboksilik asit olan valerik asitten tiiretilen dalli
kisa zincirli bir karboksilik asittir (Sekil 1) (Romoli ve ark., 2019). Valproik asit,
Valeriana officinalis (kedi otu) bitkisinden elde edilen dogal bir iiriin olan valerik
asidin bir analogudur (Singh ve ark., 2021). Omurgasi pentanoik asit ve ikinci karbona
bagli bir propil grubu olan sekiz karbonlu bir molekiil olup pKa degeri 4,8 dir. Iyi bir
lipofilik yapida olmasina ragmen hiicreye tasiyici protein yardimiyla alinir. Suda az,
organik ¢oziiclilerde yiiksek oranda ¢oziinebilen yapiya sahiptir (Mishra ve ark.,
2021). VPA’nin sodyum tuzuna sodyum valproat denir (Linde ve ark., 2013).
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VPA, hem yetigskinlerde hem de ¢ocuklarda gbzlenen bir¢ok farkli ndbet ¢esidi
ile epileptik sendromlar igin bagvurulan antiepileptik tedavinin temel ajanidir. Mevcut

tiim antiepileptik ilaglara kiyasla en genis antikonviilzan etki spektrumuna sahiptir

(Romoli ve ark., 2019).

4.1.2. Etki mekanizmasi

VPA’nin 50 yili agkin bir siiredir psikiyatrik ve norolojik bozukluklarin tedavisinde
kullanilmasina ragmen kesin etki mekanizmasi hentliz aydinlatilmamistir. Valproatin
merkezi sinir sistemi {izerindeki c¢esitli etkilerinin oldugu bilinmektedir. Bunlar
arasinda hem in vitro hem de in vivo olarak gama amino biitirik asidin (GABA)

inhibitor etkilerinin giiglenmesi bulunmustur (Schifer ve Brandl, 2020).

VPA’nin ana mekanizmalarindan biri, GABAerjik iletimin presinaptik ve postsinaptik
modiilasyonu ile ilgilidir. VPA, hem presinaptik hem de postsinaptik mekanizmalarla
GABA’nin inhibe edici aktivitesini arttirir. Sinaptik GABA'nin mevcudiyetini
arttirmasinin yani sira GABA aracili tepkilerin gergeklesmesini kolaylastirir (Romoli
ve ark., 2018).

GABAerjik inhibitdr aktivitenin bozulmasi, konviilsiyonlara yol agarak bu yolun
kontroliinii antiepileptik ilaglar i¢in bir hedef haline getirir. GABA, trikarboksilik asit
dongiisii boyunca a-ketoglutarattan olusur ve GABA transaminaz tarafindan siiksinat
semialdehite ve daha sonra ise siiksinat semialdehit dehidrojenaz ile siiksinata
metabolize olur (Ghodke-Puranik ve ark., 2013). GABAerjik sinyallemenin
inhibisyonunun ndbetlere neden oldugu ve GABAerjik sinyallemenin giiclenmesinin
nobetleri onledigi bilinmektedir. VPA, GABA antagonistlerinin neden oldugu
ndbetleri 6nler ve serebral kortekste GABAerjik inhibisyonu artirirak antiepileptik etki
gosterir (Lagace ve ark., 2004). Ayrica VPA ve tiirevleri, GABA transaminaz ve
stiksinik semialdehit dehidrogenaz enzimlerinin inhibisyonunu saglayarak inhibitor bir

norotransmitter olan GABA ’nin bozulmasini engeller (Sekil 2) (Bourin, 2020).



TCA
siklusu

T

o-ketoglutarat === Siiksinil KoA

a-ketoglutarat
dehidrogenaz

GABA

l GABA ftransaminaz

siiksinat semialdehit -, VPA

l sitksinat semialdehit
dehidrogenaz
siiksinat

Sekil 2. Valproik asidin etki mekanizmast (Rahman ve Nyugen, 2020’den
degistirilerek kullanilmistir)

VPA, ayn1 zamanda bir histon deasetilaz (HDAC) inhibitoriidiir. Sinif I ve smif Ila
HDAC'lerin aktivitelerini inhibe ederek histon proteinlerindeki asetil gruplarinin
uzaklastirilmasini ve kromatin yogunlagsmasini engeller (Khan ve ark., 2016; Ni ve
ark., 2017). VPA, HDAC aktivitesininin inhibasyonunu saglayarak histon
asetiltransferaz (HAT) ve HDAC arasindaki homeostazi etkiler. HDAC substratlarinin
cok cesitli olmasi nedeniyle VPA’nin bu etkisi nérodejeneratif, metabolik ve kanser

gibi hastaliklarin tedavisiyle iliskilendirilmistir (Sekil 3) (Sixto-Lopez ve ark., 2020).
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Sekil 3. Valproik asidin HDAC inhibitori etkisi (Khan ve ark., 2016’dan degistirilerek
alinmustir)

4.1.3. Farmokinetik etkisi

VPA'nin dagilimi, etki alanlari ve eliminasyon yollar1 gibi bir¢ok farmakokinetik
0zelliginin aciklanmasinda yag asidi yapist dnemli rol oynar (Lagace ve ark., 2004).
Valproat hemen salinan veya enterik kapli tablet, surup ve intravenoz
formiilasyonlarda mevcuttur. A¢lik durumunda, oral valproat hizla emilir ve 4 saat
(hizl1 salimli formiilasyon) ile 7 saat (enterik kapli formiilasyon) arasinda pik plazma
konsantrasyonlarina ulasir. Plazma proteinlerine yiiksek oranda baglanir ve ¢ogu
hastada 8 ile 20 saat arasinda yari Omrii vardir. Ilacin alim dozu, plazma
konsantrasyonu ve terapotik etkileri arasinda iliski net olarak anlasilamamustir (Zawab
ve Carmody, 2014).

llag genellikle hizla emilir ve yiiksek bir biyoyararlanima sahiptir. Ancak
formiilasyonlar arasinda VPA absorpsiyon hizi ve biyoyararlanimda farkliliklar

mevcuttur. Maksimum plazma konsantrasyonuna ulasma siiresi de uygulanan



formiilasyona gore degisir. Ornegin, pik konsantrasyonlar siirekli saliml
formiilasyonlarin alinmasindan 5-10 saat sonra ve surup alimindan 2-3 saat sonra
oOlgiiliir. Enterik kapli tabletlerin emilimi es zamanli gida alimu ile gecikebilir (Schafer
ve Brandl, 2020). VPA'nin yaklasik %90-95' albiimine baglanir ancak yas, kullanilan
baska ilaglar, bobrek ve karaciger hastaliklari ile gebelik durumu gibi ¢esitli faktorler
VPA’nin proteine baglanmasini etkileyebilir. VPA esas olarak karaciger tarafindan
metabolize edilir. Az miktarda bulunan degismemis formu ise idrarlar atilir
(Methaneethorn, 2018).

VPA'nin metabolizmasi olduk¢a karmasiktir ve en az 14 farkli metabolitin
tiretilmesiyle sonuglanir (Lagace ve ark., 2004). VPA insanlarda glukuronidasyon,
mitokondride beta oksidasyon ve P450 sistemi aracilig1 ile oksidasyon olmak tizere ii¢
ana yol ile metabolize olur. Beta oksidasyon ve glukuronidasyon ila¢ dozunun %40-
50’sini metabolize eden ana yollar olarak kabul edilirken, sitokrom P450 aracili
oksidasyon ise ilag dozunun %10’unu metabolize eden mindr bir yolaktir (Ghodke-
Puranik ve ark., 2013). Valproat glukuronit, VPA’nin idrardaki baslica metabolitidir
ve toksik degildir. Bunula birlikte VPA’nin valproat glukuronit disindaki bazi
metabolitleri hepatotoksik olarak bilinir (Sekil 4) (Romoli ve ark., 2019).

o IR i
= E-2,4-dien VPA VPA-Glukuronit
Beta oksidasyon \ OOH
Glukuronidasyon

V\

Sitokrom P450~ /\/K/\W Beta oksidasyon
OOH
"B \ /\ff\/\

. Y, VP,
Sitokrom P450 l Sitokrom P450 2.en VPA

/ Sitokrom P450 . ﬂ

OOH OOH
(\/t/\ ‘ /\,j\/\ 3-0OH VPA
" I som |
5-OH VPA 3-OH VPA

4-OH VPA /\njio”/\

o
3-Keto VPA

Sekil 4. Valproik asit metabolizmas1 ve metabolik iirlinleri (Chang ve Abbott,
2006’dan degistirilerek kullanilmistir)



4.1.4. Toksisite ve yan etkiler

Diger bir¢ok antiepileptik ilagta oldugu gibi, VPA'min klinik kullanimina bagli bir¢cok
yan etki literatiirde bildirilmistir (Chateauvieux ve ark., 2010). VPA ile tedavi
sirasinda genellikle hafif ve gegici yan etkileri goriilmekle birlikte, nadiren yagami
tehdit eden toksik etkiler ortaya cikabilir. Ilacin teratojenik etkileri nedeniyle
dogurganlik ¢agindaki kadin hastalar i¢in kullanim1 uygun degildir (Schafer ve Brandl,
2020).

Valproatin yaygin yan etkileri mide bulantisi, iist karin kramplari, anormal karaciger
fonksiyonu, kilo alim1 ve ishaldir. Titreme, yorgunluk, sedasyon, konfiizyon ve bas
donmesi gibi norolojik yan etkiler de siklikla goriiliir. Diger potansiyel yan etkiler
arasinda alopesi, azalmig kemik yogunlugu, trombositopeni, anemi, 16kopeni ve
hiperamonyemi bulunur. ilacin seyrek olarak karaciger fonksiyon bozuklugu ve
pankreatit gibi fatal yan etkileri olabilir (Zawab ve Carmody, 2014). Ayrica VPA,
spina bifida aperta, kardiyak malformasyonlar, yartk damak ve uzuv kusurlarina sebep

olan giiglii bir teratojendir (Lagace ve ark., 2004).

4.2. Tukiiriik Bezleri

Ag1z boslugu mukozasinda ve ¢evresinde yerlesim gosteren tiikiiriik bezleri, tiikiiriik
ad1 verilen salgiy1 sentezleyerek bir kanal ile mukoza yiizeyine iletir (Polat, 2021).
Tiikiiriik bezleri sindirim sisteminin bir pargasit olup viicuttaki sindirim, tat alma,
bagisiklik, antibakteriyel koruma ve genel homeostazin saglanmasi i¢in gerekli olan

tikiirigi salgilarlar (Lamy ve ark., 2020).

Tiikiiriik bezi salgilari, ag1z mukozasini kayganlastirarak agiz sagliginin korunmasini
saglar. Cigneme sirasinda gida bolusu olusturulmasina katkida bulunup, bu bolusun
yutulmasina izin vererek ve alfa-amilaz enzimiyle nisastayr maltoz ile glikoza
pargalayarak agiz boslugunda sindirimin erken agamalarin1 baglatmaktan sorumludur
(Fouani ve ark., 2021). Tiikiiriik salgis1 azaldiginda dis ¢iirtikleri ve agiz enfeksiyonlari

gibi farkli ag1z saghig1 problemleri gelisebilir (Roa ve del Sol., 2018).
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Resim 1. Major tiikiiriik bezleri (Uchida ve Ovitt, 2022°den degistirilerek alinmigtir)

Tiikiirtik bezleri major ve mindr olmak tizere iki grupta siniflandirilir (Resim 1) ve bu
siiflandirma hem irettikleri tiikiiriik miktarlarina hem de bezin anatomik yapisina
gore diizenlenir. Tiikiiriik parotis, submandibular ve sublingual olarak adlandirilan ii¢
¢ift major bezden ve agiz bosluguna dagilmis ¢ok sayida minor tikiiriik bezleri
tarafindan dretilir (Varga, 2012). Minor tikirik bezleri, agiz boslugu boyunca
dagilmis 600-1000 adet bezden olusur. Tikiiriik bezleri, morfolojik olarak epitelden
tiiretilen 6zel hiicrelerden olusur (de Paula ve ark., 2017). Tiikiiriik bezleri asiner,
duktal ve epitelyal olarak adlandirilan {i¢ ana hiicre tipinden olusur. Major bezler
toplam tiikiiriik hacminin yaklasik olarak %90-95 ‘lik kismini tretir, kalan miktar ise

mindr tiikiiriik bezleri tarafindan olusturulur (Varga, 2012).

Tiikiirtik bezlerine ait kanal ag1 interkalasyonlu, ¢izgili ve bosaltim kanallar1 gibi farkli
kanal tiplerinden olusur. Salgiyr alan ilk yapilar interkalasyonlu kanallardir. Daha
sonra plazma membrani yoluyla tiikiiriik sivisi ile hiicre dig1 matris arasinda cesitli
elektrolit degisimlerinin meydana geldigi ¢izgili kanallara iletilir. Tikiirik daha
hipotonik hale geldikge, genis ekstralobiiler bosaltim kanallar1 glandiiler lobiillerdeki
tiim s1viy1 toplar ve agiz bosluguna salgilar (de Paula ve ark., 2017).
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4.2.1. Parotis tiikiriik bezleri

Parotis bezleri, basin her iki yaninda, mandibulanin dis isitsel kanalinin ve kafa
tabaninin arkasinda yer alan en biiyiik tiikiirtik bezleridir. Ortalama agirliklar1 25-30 g
arasindadir (de Paula ve ark., 2017). Parotis bezleri miisin icermeyen ancak amilaz ve
prolinden zengin proteinlerden yiiksek oranda igeren ser6z bir salgi salgilar
(Tvarijonaviciute ve ark., 2020). Parotis tikiiriik bezleri stimiile edilmediginde
tilkiirik salgisinin %25-30’undan, stimiile edildiginde ise %50’sinden sorumludur
(Uchida ve Ovitt, 2022). Parotis bezi salgilarimi oral kaviteye agilan Stenon kanali
vasitastyla salgilar. Parotis bezi, igerisinde intraglandiiler lenf bezlerinin oldugu tek

major tiikiiriik bezi olarak bilinir (Balike1 ve Ozkul, 2012).

4.2.2. Submandibular tiikiiriik bezleri

Submandibular tiikiirik bezleri, mandibulanin asagisinda, hyoidin (dil kemigi)
tistiinde ve digastrik kasin 6n gébeginin arkasinda bulunur. Agirlig: 7-12 g arasindadir
(Balikc1 ve Ozkul, 2012). Submandibular tiikiiriik bezleri parotis bezlerinin yaklasik
yarisi kadar biiyiikliiktedir. Tikiirtigii agiz bosluguna yonlendiren Wharton Kanal
olarak bilinen tek bir kanali vardir (Maruyama ve ark., 2019). Submandibular tiikiiriik
bezleri stimiile edilmediginde tiikiiriik salgisinin %60°’indan, stimiile edildiginde ise
%35’inden sorumludur (Uchida ve Ovitt, 2022).

4.2.3. Sublingual tiikiiriik bezleri

Sublingual tiikiirik bezleri biyilik tikiirik bezlerinin en kiigiigti olup 2-4 ¢
agirhgindadir ve mukoza asiner hiicrelerinden olusur. Sublingual tiikiiriik bezleri agzin
On tabaninda, mylohyoid kasin tizerinde diiz bir sekilde yer alir (Proctor ve Carpenter,
2014; Hand, 2004). Sublingual tiikiiriik bezleri, Bartholin ve Rivinus kanallarindan
ag1z bosluguna gecen, birkag serdz asiner hiicrenin yer aldigi mukoz asiniler tarafindan
az miktarda iiretilen yliksek viskoziteli tiikiirtik salgilar. Sublingual tiikiiriik bezleri
hem stimiile edilmis hem de stimiile edilmemis tiikiirik salgisinin %8’inden

sorumludur (Uchida ve Ovitt, 2022).
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4.3. M. oleifera

4.3.1. M. oleifera’min genel ozellikleri

M. oleifera, Moringaceae ailesinin 13 tiirtinden biri olup yiiksekligi 5-10 metre arasi
degisebilen ¢ok yillik bir bitki tiirtidiir. M. oleifera Hindistan'a 6zgiidiir ancak Afrika,
Asya, Orta ve Giiney Amerika'nin tropikal ve subtropikal bolgelerinde de yaygindir
(Grosshagauer ve ark., 2021). Hizli bityiiyen ve kurakliga dayanikli bir agactir (Resim
2). Nemli tropik bolgelerde, sicak kuru iklimlerde ve az verimli topraklarda bile cok
iyi bir sekilde biiyiiyebilir (Mohanty ve ark., 2021). Bitki ilk yil 2 metreye,
olgunlastiginda da 12 metreye kadar uzayabilir ve bu ilk y1l iginde uzun, baget seklinde

baklalar olusturur (Tshabalala ve ark., 2019).

M. oleifera sahjana, baget agaci (drumstick tree), yaban turpu agaci (horseradish tree)
ve benoil agact adlariyla da bilinir. Moringa adi yeni olusan meyveye atifta bulunan,
"biikiilmiis bakla" anlamina gelen bir kelime olan murungai'den tiiremistir. Bitkinin
her bir pargasi tibbi ve faydali gida bilesenleri olarak, su aritma ve biyoyakit tiretimi
gibi farkli birgok amag igin kullanilmaktadir. M.oleifera 'nin gigekleri, olgunlagsmamis
meyveleri ve yapraklar diinya ¢apinda gida olarak tiiketilmektedir (Resim 3) (Dhakad
ve ark., 2019). Bitkinin her kism1 yenilebilir iken, koklerinin spirochin adli noral
paralitik bir toksin icermesinden dolay1 tikketilmesi sakincali olabilir (Mohanty ve ark.,
2021; Anwar ve ark., 2007).

Insanlar arasinda gesitli rahatsizliklar ve bazi hastaliklar icin iyilestirici yetenekleri
olduguna dair inaniglar nedeniyle "Mucize agac¢" adiyla da bilinmektedir. M.
oleifera’nin bir¢ok kiiltiir ve topluluk tarafindan yasam deneyimlerine dayali olarak
iddia edilen tibbi kullanimi artik bilimsel arastirmalar tarafindan da yavas yavas
dogrulanmaya yénelik bir ilerleme kaydetmektedir (Abdull Razis ve ark., 2014). insan
sagligini1 korumaya dogrudan veya dolayli olarak yardimer oldugu bilinen, nutrasotik
potansiyel 6zelligi olan cesitli dogal biyoaktif bilesiklerin zengin bir kaynagidir
(Mahato ve ark., 2022). Literatiirde M. oleifera 'min antiinflamatuvar, antioksidan,
antikanser, hepatoprotektif, néroprotektif ve antidiyabetik etkileri bilinmektedir. M.
oleiferamin bu olumlu etkileri flavonoidler veya izotiyosiyanatlar gibi biyoaktif

fitokimyasallar ile giiglii bir sekilde iligkilidir (Kou ve ark., 2018).
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M. oleifera anne siitiiniin hacmini artirmak i¢in kullanilan bitkisel bir galaktagog
olarak bilinir. Filipinler, Afrika ve Hindistan'm baz1 bélgelerinde, moringa iceren
yemekler siit liretimi i¢in bir tedavi olarak kullanilmaktadir (Foong ve ark., 2020).
Hormon prekiirsorleri olan kampesterol, stigmasterol ve sitosterol gibi fitosteroller
acisindan zengindir ve bu fitosteroller, siit iiretimi igin meme bezi kanallarinin
¢ogalmasini uyaran ostrojen hormonunun iretimine yardimci olur. Bu nedenle

Filipinler'de 'annelerin en yakin arkadas1' olarak da bilinir (Ansari, 2017).

Resim 2. M.oleifera Agaci (Leone ve ark., 2016)
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Resim 3. M.oleifera agacinin yapisal kisimlari (Patil ve ark., 2022den degistirilerek
alinmustir)

4.3.2. M. oleifera yapraklarimn besinsel ve kimyasal bilesenleri

M. oleifera’nin yaprak, tohum ve gévdesinin besin bilesimi, karbohidrat ve yaglardan
fakir olmasina ragmen protein, esansiyel amino asitler, mineraller, vitaminler ve diger

biyoaktif bilesikler agisindan zengindir (Arora ve Arora, 2021)

Yapraklarm ham protein igerigi kuru agirlik bazinda %10-30, karbohidrat igerigi %13-
63, yag igerigi %6-20, ham lif icerigi %7-35 ve mineral madde icerigi de %7-10
arasinda degismektedir. M. oleifera’nin yapraklari, gida olarak tiiketilen diger
yapraklara kiyasla son derece yiiksek miktarda protein igerir. M. oleifera yapraklarinin
16-19 ¢esit amino asit i¢erdigi ve bunlarin 10 tanesinin de esansiyel amino asit oldugu
(lizin, 16sin, izoldsin, histidin, fenilalanin, metiyonin, triptofan, treonin, tirozin ve

valin) bildirilmistir (Kashyap ve ark., 2022).

M. oleifera’nin yapraklari, bitkinin en ¢ok kullanilan kismi olup vitaminler,

karotenoidler, polifenol, fenolik asitler, flavonoidler, alkaloidler, glukozinolatlar,
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izotiyosiyanatlar, tanenler ve saponinler agisindan zengindir (Leone ve ark., 2015;
Hassan ve ark., 2021). Glukozinolatlar (GS), glikozidik sekonder metabolitler i¢eren
heterojen bir kiikiirt ve nitrojen grubudur. Cogunlukla Moringaceae ailesi ile lahana,
brokoli ve karnabahar1 igeren Brassicaceae ailesine 6zgii ikincil metabolit bilesiklerdir
(Tshabalala ve ark., 2019). Bu GS’ler, bitki hasar gordiigiinde veya strese girdiginde
izotiyosiyanatlara (ITC) doniisiimiinii katalize eden, mirosinaz olarak bilinen endojen
bir enzim tarafindan hidrolize edilir (Lopez-Rodriguez ve ark., 2020). ITC’ler,
detoksifikasyon enzimlerini aktive etmeleri nedeniyle antiinflamatuvar ve antioksidan
aktivite gosteren biyoaktif bilesiklerdir. M. oleifera’da bulunan baglica GS
glukomoringin, baslica ITC ise moringindir (Giuberti ve ark., 2021). Oksidatif stresin
bitkilerde giiclii bir GS indiikleyicisi oldugu ve GS molekiillerinin oksidatif stresin
etkilerini azalttig1 gosterilmistir (Tshabalala ve ark., 2019). Biyoaktif bilesiklerin
konsantrasyonu bitkinin ekotipine ve ¢evresel kosullara baglidir. Bu nedenle, M.
oleifera yapilarinda GS igerigi ekstraksiyon teknikleri ve kurutma yontemlerinden
etkilenmektedir. M.oleifera bitkisindeki GS ve ITC' nin saglik tizerine olumlu etkileri,
temel olarak cesitli detoksifikasyon enzimlerinin aktivasyonu ve belirli inflamatuvar

belirteglerin azaltilmasi ile ilgilidir (Lopez-Rodriguez ve ark., 2020).

M. oleifera bitkisi yliksek miktarda fenolik bilesikler, 6zellikle flavonoidler, fenolik
asitler ve bunlarin glikozitlerini igerir. M. oleifera yapraklarinda bulunan baslica
fenolik bilesikler kaempferol, mirisetin, kersetin, klorojenik asit, gallik asit, luteolin,
vanilin ve rutindir (Hassan ve ark., 2021). Fenolik bilesiklerin antioksidan,
antimikrobiyal ve antifungal aktivite gosterdikleri bulunmustur. M. oleifera nin
cigekleri ve tohumlari da ¢ok miktarda polifenol igermektedir (Mahato ve ark., 2022).
Bitkinin yapraklar1 koklere kiyasla daha yiiksek miktarda fenolik igerir (Tshabalala ve
ark., 2019).

Yaprak ekstraktlarindan Klorojenik asitlerin ¢esitli izomerleri tanimlanmistir
Klorojenik asitlerin genel olarak oksidatif strese bagli hastaliklara karsi koruma
sagladig1 bilinmektedir. M. oleifera'daki fenolik asit miktar1 yagis, bitkinin hasat
asamasi, M. oleifera cesidi ve kullanilan ekstraksiyon yontemi gibi gesitli faktorlere
baghdir. Bitkilerde su eksikliginin oksidatif strese neden oldugu ve bitkilerin bu

duruma antioksidan bilesiklerin {iretimini arttirarak yanit vermeleri sebebiyle stresli
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ortamlarda yetisen M. oleifera bitkilerinin daha fazla toplam fenolik ve antioksidan

kapasiteye sahip olduklar1 gbzlemlenmistir (Tshabalala ve ark., 2019).

Tanenler, alkaloidler ve proteinlere baglanan suda ¢oziiniir olan fenolik bilesiklerdir
(Leone ve ark., 2015). Radikal bilesikleri temizleyerek ve lipid peroksidasyonunu
inhibe edip siiperoksit dismutaz ile glutatyon peroksidaz aktivitelerini arttirarak
antioksidan etki gosterirler (Hassan ve ark., 2021). Kurutulmus M. oliefera yapraklari
Oonemli birer tanen kaynagi olup gram basina 14 ila 20,6 mg tannik asit igerir. M.
oleifera'nin  kok kisimlar1  yapraklardan daha fazla miktarda tanenlere
(proantosiyanidinler) sahiptir, bu da koklerin daha yiiksek bir antioksidan aktiviteye

sahip olmasini saglar (Tshabalala ve ark., 2019).

4.3.3. M. oleifera yapraklarimin terapotik ozellikleri

Yapilan aragtirmalar, moringa yapragmin farkli tiirden ekstrelerinin ¢esitli kanser
hiicreleri igin sitotoksik oldugunu gostermektedir. Karbamatlar, kuersetin ve
kaempferol gibi fitobilesenler M. oleifera’nin antikanser aktivitesinden sorumludur
(Khan ve ark., 2020; Khor ve ark., 2018; Pappas ve ark., 2021; Bhattacharya ve ark.,
2022).

M. oleifera’nin hipoglisemik ve antidiyabetik etkileri ile ilgili yapilan ¢alismalarda M.
oleifera yapraklarinin tiikketiminin kan glukozunu diisiirdiigiinii, bu durumu olusturan
potansiyel mekanizmalarin, o-amilaz ve o-glukozidaz aktivitelerinin inhibisyonu,
kaslarda ve karacigerde artan glukoz alimi, bagirsaktan glukoz aliminin inhibisyonu,
karacigerde glukoneojenezin azalmasi, artan insiilin sekresyonu veya duyarliligr gibi
birgok farkli sebepten dolay1 olabilecegini ileri stirmiislerdir (Ahmad ve ark., 2019;
Krawczyk ve ark., 2022).

4.4. Deneysel Parametreler

4.4.1. Glutatyon

Glutatyon (GSH) sistein, glisin ve glutamik asitten olusan, bir¢ok viicut dokusunda
bulunan bir tripeptittir. Oksidatif stresin azaltilmasinda, redoks dengesinin
saglanmasinda, metabolik detoksifikasyonun arttiritlmasinda ve bagisiklik sisteminin

diizenlenmesinde 6nemli rol oynar (Minich ve Brown, 2019).
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GSH, hiicrelerdeki redoks durumlarinin homeostazini koruyan ve tiim hiicrelerin
fizyolojik islevlerini siirdiirmesinde rol oynayan Onemli bir antioksidandir. Tiyol
(stilfhidril, SH) kalintilar1 hiicre i¢i redoks durumu homeostazinin korunmasinda
onemli bir rol oynar. GSH miktar1 karaciger ve bobrekte yiiksek oranda iken, beyin
dokusunda az miktarda bulunur (Aoyama, 2021). GSH, tiyol ile indirgenmis (GSH) ve
disiilfid ile oksitlenmis (GSSG) formlarda bulunur. GSH baskin formdur ve toplam
glutatyon miktarmin %98'inden fazlasini1 olusturmaktadir. Hiicresel GSH miktarinin
%80-85 kadari sitozolde, %10-15'i mitokondride ve kiigiik bir yiizdesi ise endoplazmik
retikulumda bulunmaktadir (Lu, 2013).

GSH’im ROS’a kars1 koruyucu etkisi, glutatyon peroksidaz (GPx) ve glutatyon
rediiktaz (GR) gibi enzimler yardimiyla gergeklesir. GPx, GSSG'ye doniistiiriilen GSH
varhiginda hidrojen peroksit ve lipid peroksitin indirgenmesini katalize eder. Buna
karsilik GSSG, esas olarak pentoz fosfat yolunda iiretilen nikotinamid adenin
dintikleotit fosfat [NAD(P)H] varliginda GR tarafindan GSH’a indirgenir (Adeoye ve
ark., 2018).

GSH sirasiyla metiyonin dongiisii, transsiilfiirasyon yolu ve GSH sentez yolu
asamalarindan gecerek tretilir (Sekil 5) (Ghanizadeh ve ark., 2012). GSH sentezi
sadece sitozolde gergeklesir ve ATP bagimli iki basamaktan olusur (Calabrese ve ark.,
2017).

Aragtirmalar, birgok kronik hastaligin GSH seviyelerindeki azalma ile iliskili
oldugunu bulmustur, bu da artan GSH seviyelerinin bu hastaliklarin ilerlemesini

onlemeye ve/veya hafifletmeye yardimci olabilecegi hipotezine neden olmaktadir

(Minich ve Brown, 2019).
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indirgenmis glutatyon

Glutatyon Rediiktaz
NADPH + H* J k (GSSG)
Okside glutatyon

Sekil 5. Indirgenmis glutatyon ve okside glutatyon (Kirtonia ve ark., 2020’den
degistirilerek kullanilmistir)

4.4.2. Lipid peroksidasyonu

Lipid peroksidasyonu (LPO), peroksil radikalleri ve hidroksil radikalleri gibi serbest
radikal tiirlerinin lipidlerden elektronlar1 uzaklastirdigi ve daha sonra baska
reaksiyonlara girebilecek reaktif ara iirlinler iirettigi bir siiregtir. Hiicre veya organel
zarlari, yiiksek c¢oklu doymamis yag asitleri (PUFA) nedeniyle, LPO olarak
adlandirilan ROS hasarina duyarhidir (Su ve ark., 2019). LPO, enzimatik veya
enzimatik olmayan oksidasyon olarak iki sekilde olusur. Enzimatik oksidasyon,
siklooksijenaz (COX), lipoksijenaz (LOX), fosfolipaz A2 ve sitokrom p450 (CYP450)
gibi peroksidazlar yardimiyla gerceklesir (Jaganjac ve ark., 2021). LPO’nun genel
slireci baslatma, yayilma ve sonlandirma ad1 verilen {i¢ asamadan olusur (Ayala ve
ark., 2014). Baglatma asamasindaki en 6nemli olay, lipid radikalinin olusumudur.
Hiicresel membran lipid oksidasyonu, hava kirliligi, sigara, UV 15181 ve radyasyonu
gibi ekzojen fiziksel ve kimyasal faktorler ile bazi endojen enzimler tarafindan
indiiklenebilir (Yin ve ark., 2011)

4.4.3. Glutatyon-S-transferaz

Glutatyon S-transferaz (GST), indirgenmis olan GSH organik elektrofilik substratlarla
konjugasyon reaksiyonunu katalizleyen bir grup enzimin adidir (Dasari ve ark., 2018).

GST’lerin tiyol grubunun ikinci bir substratin elektrofilik bolgesine konjugasyon
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reaksiyonlarini katalizlemeleri sonucu olusan glutatyon konjugati daha az toksiktir ve
¢Oziinlir formda viicuttan atilir (Caglar ve Bilgin, 2018). GST’ler sitozolik (cGST),
mitokondriyal (mGST) ve mikrozomal (MGST) olmak iizere konumlarina goére ti¢ ana
gruba ayrilmistir. Bunlar diginda bazi spesifik katalitik 6zelliklere sahip GST'lerin
plazma zarinda, dis mitokondriyal zarda ve ayrica c¢ekirdekte bulunduklar
bilinmektedir (Raza, 2011). GST'ler ikinci faz ¢ok islevli ve yonlii detoksifikasyon ve
ksenobiyotik metabolize edici enzimler olarak tanimlanirlar (Dasari ve ark., 2018).
cGST'ler glutatyon baglanma yeri (G bdlgesi) ve substrat (ksenobiyotik) baglanma
bolgesi (H bolgesi) olarak tanimlanan iki baglanma yeri vardir (Tsuchida ve Yamada,

2014).

GST'ler elektrofilik merkez igeren bir¢cok ksenobiyotik ve faz I reaksiyonlar1 sonucu
olusan ara iriinlerin GSH ile konjugasyonunu katalize ederler (Sekil 6). GST’nin
katalizledigi tepkimeler iki farkli sekilde yiiriimektedir. ilk tip reaksiyonda GSH'n
elektrofilik bir merkeze niikleofilik atagini katalizleyerek GSH’in SH grubu ile
ksenobiyotiklerin elektrofilik bolgelerini notralize ederek dayanikli bir GSH konjugati
olustururken ikinci tip reaksiyonda rediiklenmis bir ara iiriin ve okside glutatyon

(GSSG) olusur (Orhan ve Sahin, 1995).

0 SH
NH | NH_ ,COOH
Ksenebivotik + 2\(\)\NHLW e

X COOH 0

Glutatyon
Glutatyon-S-transferaz
0 S-X
NH | NH_ ,COOH
: NH | V
COOH O  Glutatyon-S-konjugat

Sekil 6. Glutatyon-S-transferaz fonksiyonu (Kirtonia ve ark., 2020’den degistirilerek
kullanilmistir.)

4.4.4. Katalaz
Katalaz (KAT), hidrojen peroksit (H202) metabolizmasinda gorevli 6nemli bir

enzimdir. iki H2O, molekiiliinii bir oksijen molekiiliine ve iki molekiil suya iki asamali
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bir reaksiyonla ayirarak siiperoksit dismutaz (SOD) tarafindan baslatilan serbest
radikallerin nétralizasyonunun saglanmasindan sorumludur (Nandi ve ark., 2019).
Oksijen kullanan hemen hemen tiim canli dokularda bulunur. Esas olarak
peroksizomlarda lokalizedir ve memeli hiicrelerinin mitokondrilerinde bulunmaz
(Ighodaro ve ark., 2018).

GPx ve peroksiredoksin, diisiik konsantrasyonlarda ¢alisabiliyor iken KAT yiiksek
H20:2 konsantrasyonlarinin giderilmesinde rol oynar. Bu enzim grubu, ROS’lara karsi
ikinci savunma kademesinde bulunur (Tehrani ve ark, 2017). Katalazlar yapilarina ve
fonksiyonlarma gore tipik katalazlar, katalaz-peroksidazlar ve mangan katalazlari
olmak iizere ii¢ gruba ayrilir. Ilk iki grup enzimleri prostetik grup olarak hem igerirken,

tigtincii grup enzimleri hem olmayan mangan gruplar igerir (Galasso ve ark., 2021).

4.4.5. Siiperoksit dismutaz

SOD, siiperoksit radikallerinin oksijen ve hidrojen peroksite doniisiimiinii katalize
eden bir enzimdir. ROS’a kars1 birinci basamak savunma sisteminin bir bileseni olarak
gbrev yapan 6nemli bir endojen antioksidan olarak bilinir (Eleutherio ve ark., 2021).
Stiperoksitin metabolize edilmesinde rol oynayarak, H>O gibi daha az reaktif bir iiriin
olusturur. Genis kapsamli hasara neden olan oksitleyici zincir reaksiyonlarinin ve
hipoklorit, peroksinitrat, hidroksil radikali gibi zararli ROS’larin olusumunu o6nler

(Bresciani ve ark., 2015; Miller, 2012).

SOD tarafindan kofaktor olarak gerekli olan metal iyonunun tipine bagli olarak,
enzimin gesitli formlar1 mevcuttur. Normalde SOD tarafindan baglanan metal iyonlari
demir (Fe), ¢inko (Zn), bakir (Cu) ve manganezdir (Mn) (Ighodaro ve ark., 2018).
Oksijenli solunum yapan tiim canli hiicrelerde bulunur. Tiim memeliler bakir/¢inko
SOD (Cu/ZnSOD veya SOD1), mitokondriyal mangan SOD (MnSOD veya SOD2) ve
hiicre disi SOD (ecSOD veya SOD3) seklinde adlandirilan i¢ SOD izoformuna
sahiptir (Che ve ark., 2016).

SOD’un terapdtik potansiyelini ve fizyolojik 6nemini ortaya koyan ¢esitli caligmalar
mevcuttur. Enzim, bir antiinflamatuvar ajan olarak bilinir ve ayrica kanser oncesi

hiicre degisikliklerini onleyebilir. SOD’un steroide duyarli nefrotik sendrom, skleroz,

AIDS, kanser, kistik fibroz, postkolesistektomi agri sendromu, malignite, Alzheimer
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dahil olmak iizere bir¢ok saglik probleminde dnemli bir rolii oldugu bildirilmistir

(Younus, 2018).

4.4.6. Siyalik asit

Siyalik asitler (SA), néraminik asit ve 2-keto-3-deoksi-noniilosonik asit igeren, dokuz
karbonlu omurga yapisi olan bir a-ketoaldonik asit ailesinin genel adidir. SA’ler
bitkilerde, hayvanlarda ve mikroorganizmalarda yaygin olarak bulunur. 50'den fazla
farkli tip SA tanimlanmistir ve N-asetilndraminik asit (NeuSAc), N-glikolilndraminik
asit (Neu5Gc) ve deaminondraminik asit en bol bulunan dogal SA ‘lerdir (Yang ve
ark., 2021). SA'lerin ¢ogu proteine veya lipide bagl formlarda bulunurken, serbest
formlarda ¢cok az miktarda bulunur. SA ayrica birgok akut faz proteininin yapisinda da
mevcuttur (Esmaeilnejad ve ark., 2020). Alfa keto asit 6zelligi sebebiyle oldukca
asidik bir yapiya sahiptir (Rohrig ve ark., 2017). SA ’in mukus viskozitesini saglama,
proteinlerin proteolitik korunmasi, hiicre tanima, iireme, enfeksiyon, bagisiklik ve

bilissel gelisim ile ilgili onemli rol oynadig: bilinmektedir.

4.4.7. Nitrik oksit

Nitrik oksit (NO), insan viicudundaki hemen hemen tiim hiicre tiplerinde, dokularda
ve organlarda sentezlenen endojen bir bilesiktir. NO, nitrik oksit sentaz (NOS)
tarafindan sentezlenir. NOS’un néronal, indiiklenebilir ve endotelyal olarak {i¢ tiirii
bulunmaktadir (Tenopoulou ve Doulias, 2020). NO, molekiiler oksijen varliginda

nispeten kararsiz olup hizla oksitlenir (Robbins ve Grisham, 1997).

4.4.8. Doku faktoru

Doku faktorii (DF), faktor VII (FVII) ile kan pihtilagma siirecini baslatan bir integral
membran proteinidir (Butenas ve ark., 2008). Kendi basina enzimatik aktiviteye sahip
degildir. Bu protein FVII'yi baglar, aktivasyonunu destekler ve FVIIa'nin proteolitik
aktivitesini biiyiik Olglide artirr (Hoffman, 2018). DF, molekiiliin N-terminal
boliimiinii temsil eden ve FVIla ile kompleks olusumunda gorev alan hiicre dis1 alan,
DF'yi zara baglayan transmembran alan ile sinyal iletiminde yer alan sitoplazmik C-

terminal alan1 olmak iizere ii¢ etki alanindan olusur (Butenas, 2012).
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DF, vaskiiler adventisya tabakasinda, astroglial hiicrelerde ve organ kapsiillerinde
eksprese edilir. Viicudun birgok bolgesi, fibroblast ve iskelet kasi gibi ¢ok diisiik
ekspresyon seviyelerine sahiptir (Hoffman, 2018). Merkezi sinir sistemi, akcigerler ve
plasentada diger doku ve yapilara gore nispeten yiiksek konsantrasyonlarda bulunur

(Butenas ve ark., 2008).

DF, hiicre yiizeylerinde DF-VIla kompleksinin olusumunu saglayarak hem pihtilasma
kaskadin1 tetikler hem de proteazla aktive olan reseptorlerin (PAR) aktivasyonu
yoluyla hiicre sinyalini iletir (Pendurthi ve Rao, 2008). DF-FVIla kompleksi, FX'in
FXa'ya ve FIX'in FIXa'ya aktivasyonunu Kkatalize eder. Bunun sonucunda
fibrinojenden fibrin liretimini gerceklestiren trombin olusumu gercgeklesir. Yaralanma
bolgesinde (yara yatagi, iltihapli doku vb.) bu yolak, trombin sayesinde trombosit
aktivasyonu, trombosit yiizeyi aracili katalitik komplekslerin birlesmesi ve fibrin
olusumu ile ilerleyen bir seri reaksiyonla pihti olusumuna yol agar (D'Alessandro ve
ark., 2018). DF’nin ayrica kanser, inflamasyon, anjiyogenez ve embriyogenezde

onemli rolleri oldugu belirlenmistir (Butenas, 2012).

4.4.9. Total protein

Toplam protein tayini klinik analizlerde, gida, protein kimyasi, biyokimya, fizyoloji,
tibbi aragtirma ve ekoloji gibi birgok arastirma alaninin yani sira daha bir¢ok alanda

kullanilmakta olan bir metottur (Zaia ve ark., 2000).

4.4.10. Total antioksidan seviye

Toplam antioksidan seviyesi (TAS), enzimatik ve non-enzimatik antioksidanlarin
durumunu yansitan bir parametredir. Reaktif oksijen ve nitrojen radikallerine karsi

organizmanin antioksidan savunma etkisini bir biitiin olarak gosterir (Rubio ve ark.,

2016).

4.4.11. Total oksidan seviye

Toplam oksidan seviye (TOS), dokularin genel oksidasyon durumunu tahmin etmek
i¢in kullanilan biyokimyasal bir parametredir. Oksidatif stresin belirteclerinden biridir
(Wu ve ark., 2017).

23



4.4.12. Bor

Bor (B), atom numaras1 5 ve molekiiler agirhig 10,81 g/mol olan 3A grubu bir eser
elementtir. Bor, dogada yaygin olarak kayalarda, toprakta ve suda, diger elementlere
kiyasla diisiik miktarlarda bulunur (Uluisik ve ark., 2018). Bor, bitki, hayvan ve insan
saglig icin gerekli olan, heniiz insanlar i¢in temel bir besin maddesi olarak kabul
edilmemis olmasina ragmen, metabolizmada ¢ok cesitli ve hayati derecede dnemli
rollere sahip bir mikro mineraldir (Pizzorno ve ark., 2020; Pizzorno, 2015). Yaprakl
sebzeler, kabuklu yemisler, baklagiller, avokado ve deniz sebzeleri gibi bitki kokenli
gidalar en iyi bor kaynaklar1 olarak kabul edilir (Pizzorno ve ark., 2020). Bor dogada
elemental form olarak bulunmaz, diger elementlerle bilesik olusturur (Khaliq ve ark.,
2018). Oksijen ve diger elementlerle olusturdugu bu bilesiklere boratlar denir. Bor
bilesikleri arasinda metal boratlar, borik asit, borik oksit ve borik asit esterleri bulunur.
Insanlar bor elementini genellikle borik asit veya boratlar seklinde viicuda almaktadir.
Borun insan sinir ve endokrin sistemi, kalsiyum ve D vitamini metabolizmasi, kemik
gelisimi, artrit, osteoporoz, hepatik metabolizma ve oksidatif stres regiilasyonu
tizerindeki yararli etkilerinin oldugunu bildirmistir (Sarialtin ve ark., 2022). Borun,
cesitli mekanizmalarla antioksidan savunma mekanizmalarini indiikledigini ve
antioksidan enzimlerin seviyesini artirdigini one siiren g¢aligmalar da mevcuttur
(Pizzorno, 2015).
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler
Calismamizda kullanilan kimyasal maddeler analitik saflikta olup, Merck, Sigma

Aldrich ve Fluka firmalarindan temin edilmistir.

5.2. Kullanilan Arac¢ ve Gerecler

Tablo 1. Kullanilan cihazlar ve markalari

Kullanilan Cihaz Cihazin Markasi
Buzdolab1 Philco
Buz yapma makinasi King
Homojenizator Janke & Kunkel Ultra Turraxt 25

Distile-deiyonize su cihazlar Purelab Option Q DV25

Otomatik Pipetler Gilson

Etiv Nuve EN 400

Elektronik Terazi Shimadzu AUX 220

Manyetik karistirict Janke & Kunkel, Ika Labor Technik
Vortex Heidolph

pH metre Thermo Scientific Orion

Santrifiij Labofuge 200

Mikro santrifiij Heidolph

Spektrofotometre

Rayleigh-UV-1800

Su banyosu (37°C)

Boehringer- Mannheim

Su banyosu (100°C)

Nuve BT 400

Kiil firim

Nuve MF 205

5.3. Kullanilan Deney Hayvanlari

Marmara Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik kurulu onay1 (Karar No: 60.2021mar)
aliarak yapilan calismamizda 250-300 g agirligindaki 3 aylik Sprague Dawley disi
sicanlar kullanildi. Deney siiresince deney hayvanlari 1s1, nem ve aydinlik/karanlik
kosullart optimum olan hayvan odasinda barindirilmistir. Deney siiresince laboratuvar
kosullar1 20°C + 2 sicakliga ve 12 saat aydinlik/12 saat karanlik ortama ayarlandi.
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5.4. Deney Hayvanlarinin Beslenmesi

Calismamizda kullanilan siganlar siirekli kafeslerinde tutuldu. Deney siiresi boyunca
biitiin deney gruplar1 oral yolla beslendi, beslenme ve su ihtiyaglar1 giinliik olarak
laboratuvar sartlarinda karsilandi Su ihtiyaglari igin taze ¢esme suyu, beslenmeleri igin

ise normal pellet tipi sigan yemi kullanildi.

5.5. M. oleifera Bitki Ekstresinin Hazirlanmasi

Taze yapraklar toz haline getirilmeden 6nce golgede kurutuldu. Elde edilen toz
halindeki bitki yapraklari kagit zarflara konuldu ve kontaminasyonu ve nem emilimini
onlemek i¢in polietilen torbalarda saklandi. %70’lik etanol igeren bitki ekstresi
hazirlamak i¢in 100 gr bitki yaprag: soxhlet cihazina konuldu. 150 mL %70 ’lik etil
alkol ilave edildi ve en az 20 sifon olusana kadar geri akitildi. Coziicii buharlastiricida
ucuruldu. Ortaya c¢ikan tortu tartildi, etiketli eppendorf tiiplerine aktarildi ve
kullanilana kadar -20°C'de saklandi.

5.6. Gruplar ve Deney Protokolii

Calismamizda her grupta 8’er hayvan olmak tizere toplam 4 grup olusturuldu (Tablo
2, Sekil 7).

Tablo 2. Deney Gruplari

Deney Gruplari Aciklama Hayvan
Sayisi
Kontrol (K) Grubu | On bes giin boyunca oral yolla % 0,9 g’lik NaCl 8

(serum fizyolojik) verilen gruptur.

Kontrol + Moringa | Onbes giin boyunca tek doz M. oleifera % 70 8
Ekstresi (KM) Grubu | ’lik etanollii yaprak ekstresi (0,3 g/kg/giin)
verilen gruptur.

VPA (V) Grubu Onbes giin boyunca oral yolla tek doz sodyum 8
valproat (0,5 g/kg/giin) verilen gruptur.

VPA + Moringa Ayni1 doz ve aynu siire ile sodyum valproat + M. 8
Ekstresi (VM) Grubu | oleifera % 70 mL’lik etanollii yaprak ekstresi
verilen gruptur.
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» ] sy R
v 7 %, 4 {5 %
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Kontrol Grubu (K) Kontro+ Moringa VPA Grubu (V)
=8 Ekstresi Grubu (KM) e
On bes giin boyunca n=8 On bes giin boyunca
oral yolla % 09 g'lik On bes giin boyunca tek oral yolla her giin tek
NaCl (serum fizyolojik) doz M oleifera % 70’lik doz sodyum valproat
verilen grup etanollii yaprak ekstresi (0.5 g/kg/giin) verilen
(0.3 g/kg/giin) verilen
grup

ul ‘l

Sekil 7. Deney Gruplar1

5.7. Sican Tiikiiriik Bezleri ve Incelenen

Parametreler

Homojenatinin Hazirlanmasi

Alinan si¢an tiikiiriik bezlerinin her biri serum fizyolojik ile yikandi; yag dokusu, kan
ve damarlarindan temizlendi. Stizge¢ kagidi ile kurutulduktan sonra tartilip tartim
sonucu kaydedildi. Makas yardimiyla kiiclik parcalara ayirilarak gerekli miktarda
serum fizyolojik ile cam homojenizatorde ayni hizda ve her biri esit siirede homojenize
edildi. Parotis ve sublingual tiikiiriik bezi dokular1 %5 g, submandibular tiikiiriik bezi
dokular1 %10 g’lik homojenatlar halinde hazirlandi. Hazirlanan her tiikiirik bezi
homojenatt ayr1 ayr kiigiik miktarlara ayrildi, gerekli bilgiler iizerlerine yazilarak
eppendorf tiipleri i¢inde derin dondurucuda (-80°C’de) calisilacagi giine kadar
saklandi. Biitlin islemler sogukta yapildi. Deneyin yapilacagi vakit homojenatlar derin
dondurucudan ¢ikarildi. Once -20°C’de bir gece, sonra +4°C’de yaklasik 1 saat, daha
sonra oda sicakliginda buz tstiinde bekletilerek ¢oziinmeleri saglandi. DF igin
homojenat direkt olarak kullanildi, diger parametreler icin ise 4000 rpm’de 10 dk
sogukta santrifiij eldildikten sonra elde edilen siipernatant kullanildi. Tiikiiriik bezleri
homojenatlarinda total protein, GSH, LPO, SA, NO diizeyleri, GST, KAT, SOD, DF
aktiviteleri ve bor diizeyleri ile TAS ve TOS tayinleri yapildi.
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5.7.1. Sican tiikiiriik bezlerinde indirgenmis glutatyon tayini

Prensip:

Elmann ayiraci, 5-5° ditiyobis 1-2 nitro benzoikasit (DTNB) ile siilfidril gruplarinin
reaksiyonu sonucu olusan renkli trin spektrofotometrik olarak degerlendirilir
(Beutler, 1975).

Gerekli Cozeltiler:

Sodyum sitrat ¢ozeltisi (% 1 g) : 1 g sodyum sitrat tartilir, biraz distile suda ¢oziilerek
hacmi distile su ile 100 mL’ye tamamlanr.

Elmann ayiract (% 40 mg DTNB) : 40 mg DTNB tartilir, biraz sodyum sitrat
cozeltisinde (% 1 g) ¢oziiliir. Hacmi %1 g’lik sodyum sitrat ¢ozeltisi ile 100 mL’ye
tamamlanir.

Proteinsizlestirme c¢ozeltisi : 1,67 g metafosforik asit, 0,2 g etilen diamin tetra asetik
asit sodyum tuzu (EDTA-Na) ve 30 g sodyum kloriir ayr1 ayr1 biraz distile suda
¢oziiliir. Hepsi birlestirilir ve hacmi 100 mL’ye distile su ile tamamlanr.

Disodyum fosfat ¢ozeltisi (0,3 M) : 4,26 g Na2HPO4 veya ( 5,34 gNa;HPO4. 2H20)
biraz distile suda ¢oziliir ve hacim distile su ile 100 mL’ye tamamlanr.

Deneyin Yapihsi:

Bir deney tiipiine 0,2 mL doku homojenat: konur. Vorteks ile karigtirilir. Uzerine 0,3
mL proteinsizlestirme ¢o6zeltisinden ilave edilir. Vorteksle karistirilir. 5 dk oda
sicakliginda bekletilir. 4000 rpm’de 10 dk santrifiij edilir. Cokelti atilir. Stipernatant

alinir. Iki tane deney tiipii alinir. Numune ve kor olarak isaretlenerek asagidaki gibi

calisilir.
Numune Kor
Distile su - 0,2 mL
Siipernatant 0,2 mL -
Na2HPO4 0,8 mL 0,8 mL
Elmann ayiraci 0,1 mL 0,1 mL

Tipler vortekste karistirildiktan sonra oda sicakliginda 5 dk bekletilir. Kore kars1 412
nm’de absorbanslar kaydedilir. Sonuglar olusan sari renkli iiriniin 412 nm’de

ekstinksiyon katsayis1 (13600/M~cm™?) kullanilarak hesaplanir.
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5.7.2. Si¢an tiikiiriik bezlerinde lipid peroksidasyonu tayini

Prensip:

LPO iiriinii olan malondialdehit (MDA) ile tiyobarbitiirik asit (TBA) arasindaki
reaksiyon sonucu olusan pembemsi rengin absorbansi spektrofotometrik olarak
degerlendirilir (Ledwozyw ve ark., 1986).

Gerekli Cozeltiler:

TBA cozeltisi (0,047 M) : 500 mg TBA ile 6 mL 1 M’lik NaOH ile karistirilir.
Uzerine 69 mL distile su ilave edilir.

NaOH (1 M) : 4 gram NaOH tartilir, biraz distile suda ¢oziiliir, hacmi 100 mL’ye
distile su ile tamamlanir.

Triklorasetik asit (TCA) ¢ozeltisi (1,22 M, 0,6 M HCI’ deki): 20 mL TCA (%100 g
TCA) ile 5 mL HCI (% 37 g'lik, d=1,19 g/mL’lik HCI) karigtirtlir ve hacmi distile su
ile 100 mL ye tamamlanir.

n-biitanol : Orijinal sisesinden kullanilir.

Deneyin Yapihsi:

2 tane deney tiipi alinarak numune ve kor olmak {izere isaretlenir ve asagidaki gibi

caligilir.
Numune Kor
Doku homojenati 0,25 mL -
Distile su - 0,25 mL
TCA 1,25 mL 1,25 mL
Vortekste karistirilir ve 15 dk bekletilir.
TBA 0,75 mL 0,75 mL
Vorteks ile karistirilir ve 30 dk kaynar su banyosunda inkiibe edilir.
Nn-biitanol 2 mL 2mL

Mlave edilir. Vortekslenir ve 10 dk 3000 rpm’de santrifiij edilir. Biitanol faz1 alinarak
532 nm’de kore kars1 absorbanslar kaydedilir. MDA i¢in saptanmis ekstinksiyon kat

sayist (1,56.10° Mtcm™) kullanilarak sonuglar hesaplanir.
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5.7.3. Sican tiikiiriik bezlerinde glutatyon-S-transferaz aktivitesi tayini

Prensip:

GST aktivitesi tayini, GSH ve 1-kloro-2,4-dinitro-benzenin (CDNB) konjugasyonu
ile olusan friniin, 340 nm’deki absorbansinin spektrofotometrik olarak
degerlendirilmesi esasina dayanir (Habig ve Jacoby, 1981).

Gerekli ¢ozeltiler:

Sodyum fosfat tamponu (0,2 M, pH=6,5): 0,534 g Na2HPO4.2H>0 ve 2,39 KH2PO4
ayr1 ayri biraz distile suda ¢oziiliir, birbirine karistirilir ve hacim distile su ile 100
mL’ye tamamlanir. Hacim 100 mL’ye tamamlanmadan 6nce pH kontrol edilir, pH 6,5
‘e ayarlanir. +4°C’de saklanir.

GSH (60 mM):1,84 g GSH biraz distile suda ¢oziliir ve hacmi 100 mL’ye tamamlanur.
Taze hazirlanir.

1-klor-2,4-dinitro-benzen (CDNB) (60 mM) : Absolii etanolde taze hazirlanir. 1,22
g CDNB tartilir ve biraz etanolde ¢oziiliir. Sonra hacmi 100 mL’ye tamamlanir. Taze
hazirlanir.

Deneyin Yapihisi:
% 10 g’lik doku homojenati 10 dakika 4000 rpm’de santrifiij edilir. Siipernatant alinir

ve gerekli oranda serum fizyolojik ile seyreltilerek ¢alisilir. Numune ve kor olarak

isaretlenmis iki tiip alinir ve asagidaki gibi ¢aligilir.

Numune Kor
Dilue siipernatant 0,5mL -

SF veya Distile Su - 0,5mL
Fosfat Tamponu 1,5mL 1,5mL
GSH ¢ozeltisi 0,05 mL 0,05 mL
CDNB ¢ozeltisi 0,05 mL 0,05 mL
Distile su 0,90 mL 0,90 mL

Toplam Hacim 3mL 3mL

Karistirilir. 3 dakika siire (0., 1., 2., 3. dakikalarda) ile karigimin 340 nm’de (25 °C)
absorbanslar1 izlenir ve kaydedilir. Absorbans artisi hesaplanir. Glutatyon ve
CDNB’nin konjugasyonu sonucu olusan iriin i¢in saptanmis olan ekstrinksiyon
katsayist 9,6 mM™ x cm™ kullanilarak sonuglar hesaplanir. Enzimsel konjugasyon

sonucundan, enzimsel olmayan konjugasyon degerleri ¢ikarilir.
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5.7.4. Sican tiikiiriik bezlerinde katalaz aktivitesi tayini

Prensip:

KAT; H202’nin, H2O’ya doniistim reaksiyonunu katalizler. Bu doniisiim 240 nm’de
absorbansin azalmasi ile takip edilebilir. 1 dk’da absorbanstaki azalma KAT aktivitesi
ile ilgilidir (Aebi, 1974).

Gerekli Cozeltiler:

Fosfat tamponu (50 mM, pH=7,0) : a) 6,81 g KH2PO4ve b) 8,90 g Na2HPO4.2H.0
tartilip ayr1 ayri biraz distile suda ¢oziildiikten sonra hacimleri ayr1 ayri distile su ile
1000 mL’ye tamamlanir. Kullanilacagi vakit a’dan 1 hacim b’den 1,5 hacim alinarak
karistirtlir - (pH=7,0 olmali). +4°C’de saklanir. Fosfat tamponu bakteriyal
kontaminasyon olmadigi siirece stabildir, kullanilabilir.

H20:2 ¢ozeltisi (30 mM) + Fosfat tamponu : Yogunlugu d=1,11 g/mL olan % 30 g’lik
H20> ¢ozeltisinden 0,31 mL alinir ve 50 mM’lik fosfat tamponu (pH=7,0) ile 100
mL’ye seyreltilir (taze hazirlanir).

Deneyin Yapihsi:

% 10 g’lik doku homojenati 10 dakika 4000 rpm de santrifiij edilir. Stipernatant alinir
ve gerekli oranda serum fizyolojik ile seyreltilerek caligilir. Siipernatant dilue
edildikten sonra 5-10 dakika i¢inde mutlaka ¢aligilmalidir. Numune ve kor olarak

isaretlenmis 2 ayr1 deney tiipli alinir. Asagidaki gibi caligilir.

Numune Kor
Fosfat tamponu - 0,2 mL
Dilue siipernatant 0,4 mL 0,4 mL
H20:> ¢ozeltisi + fosfat tamponu 0,2 mL -

Ilave edilir ve karistirilir. 1 dk sonra 240 nm’de absorbanslar1 okunarak kaydedilir.
Sonuglar bu deney igin ekstinksiyon katsayis1 0,004 (0,00394) mM/ mm ! g6z 6niine

aliarak hesaplanir.

5.7.5. Sican tiikiiriik bezlerinde siiperoksit dismutaz aktivitesi tayini

Prensip:

SOD aktivitesi, riboflavin ile uyarilmis o-dianisidinin foto-oksidasyon hizini arttirma
yetenegi olarak Olgiiliir. Riboflavinin floresans 15181 etkisiyle olusturdugu siiperoksit

radikali, ortamdaki SOD’un etkisiyle H2O2’ye doniisiir. H202 ise o-dianisidin ile
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reaksiyona girerek renkli iirlin olusturur. SOD aktivitesi ne kadar ¢ok ise renkli iirlin
olusumu da o kadar fazla olur. Olusan renkli trinin absorbansi 460 nm’de
spektrofotometrik olarak degerlendirilir (Mylorie ve ark., 1986).

Gerekli Cozeltiler:

Fosfat Tamponu (50 mM, pH = 7,8): 0,36 gram KH2PO4 ve 0,697 gram KoHPO4
tartilip ayr1 ayri biraz distile su i¢inde ¢oziiliir, birlestirilir ve hacmi distile su ile 100
mL’ye tamamlanir. Hacim 100 mL’ye tamamlanmadan 6nce pH kontrol edilir, pH
7,8’¢ ayarlanir. +4°C’de saklanir.

Fosfat tamponu + 0,1 mM’hk Na-EDTA: 0,0037 gram Na-EDTA tartilir, biraz 50
mM’lik fosfat tamponunda ¢oziiliir ve hacmi 50 mM’lik fosfat tamponu ile 100 mL’ye
tamamlanir.

Potasyum fosfat tamponu (10 mM, pH=7,5): 0,041 gram KH2PO4ve 0,122 gram
K2HPO4 tartilip ayr1 ayri biraz distile su i¢inde ¢oziiliir, birlestirilir ve hacmi distile su
ile100 mL’ye tamamlanir. Hacim 100 mL’ye tamamlanmadan 6nce pH kontrol edilir,
pH 7,5’a ayarlanir. +4°C’de saklanir.

Riboflavin (0,2 mM): 7,5 mg riboflavin 100 mL potasyum fosfat tamponunda (10
mM’lik, pH = 7,5) ¢oziiliir.

o- dianisin (6 mM): 19 mg o-dianisin.2HCI 10 mL distile suda ¢oziiliir.

SOD (120 IU /mL ) stok standard (Sigma S-2515-3000 U): Liofilize SOD standardi
120 IU /mL olacak sekilde soguk distile su ile ¢oziiliir. Daha sonra bu stok standarttan
uygun hacimler alinarak deney ortaminda 3, 6, 9, 12 iinite SOD olmasi saglanir.
Deneyin Yapihisi:

% 10 g’lik doku homojenati 10 dakika 4000 rpm’de santrifiij edilir. Stipernatant alinir
tam veya gerekli oranda serum fizyolojik ile seyreltilerek ¢alisilir. Numune, standart

ve kor olmak iizere 3 deney tiipii alinir.
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Numune Standart Standart Standart | Standart Kér
3U) (6 V) (9 V) (12 V)

Fosfat 2,6 mL 2,6 mL 2,6 mL 2,6 mL 26mL | 2,6 mL
Tamponu

o- dianisidin 0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL 0lmL | 0,1mL

Distile Su - 0,075 mL 0,05 mL 0,025 - 0,1 mL
mL
Stok - 0,025 mL 0,05 mL 0,075 0,1 mL -
standart mL
Dilue 0,1 mL - - - - -
suipernetant

Her tiipe 30 sn ara ile 0,2 mL riboflavin konur, karistirilir. 460 nm ‘de absorbans
okunur. Sonra tiipler oda sicakliginda 20 W Floresans lamba bulunan kutu i¢inde 8 dk
inkiibe edilir. 460 nm’de absorbans okunur. Lamba 20 dk 6nceden agilir ve 1sinmasi

saglanir. Standart grafigi ¢izilerek sonuglar hesaplanir.

5.7.6. Sican tiikiiriik bezlerinde total siyalik asit tayini

Prensip:

SA, periyodik asit oksidayonuna ugrayarak, B-formilpiirivik asit olusur. Bu bilesik 2
mol tiyobarbiitirik asit ile reaksiyonlagarak, 549 nm’de maksimum absorbans veren
renkli bir bilesik olusturur. Bu {iriin stabil degildir, bu nedenle siklohegzanon fazina
cekilir. Olusan rengin siddeti 549 nm’de maksimum absorbansa sahiptir (Warren,
1959).

Gerekli Cozeltiler:

0,1 N H2SOa: 1 L’lik bir 6lgii kabina bir miktar distile su ilave ettikten sonra {izerine
2,72 mL derisik siilflirik asit ¢ozeltisinden (d= 1,84 g/ mL, %98 g/g’lik) konur ve
hacim distile su ile 1000 mL’ye tamamlanir.

9 M fosforik asit ¢ozeltisi: 250 mL’lik bir 6l¢ii kabina bir miktar distile su ilave
edildikten sonra lizerine yavas yavas derigik fosforik asit (d=1,88 g/ mL, %85 g/g’lik)
¢ozeltisinden 151, 7 mL konur, hacmi distile sui le 250 mL’ye tamamlanur.

0,2 M Sodyum meta periyodat : 10,695 g sodyum meta periyodat 9 M fosforik asit

¢ozeltisiyle hacmi 250 mL’ye tamamlanir.
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0,5 M sodyum siilfat (0,1 N H2SOusicerisinde) :500 mL’lik bir balon jojeye 35,51 g
sodyum sitilfat bir miktar 0,1 N siilfiirik asit i¢inde ¢oziildiikten sonra hacim 500
mL’ye 0,1 N siilfiirik asit ile tamamlanir.

%10 g Sodyum arsenit (0,1 N siilfiirik asitte hazirlanan 0,5 M sodyum siilfat
icerisinde): 10 g sodyum arsenit tartilir bir miktar 0,5 M sodyum siilfat icerisinde
¢oziliir, hacim 0,5 M sodyum siilfat ile 100 mL’ye tamamlanir.

% 0,6 g TBA (0,1 N siilfiirik asitte hazirlanan 0,5 M sodyum siilfat icerisinde):
0,6 g TBA tartilir bir miktar 0,5 M sodyum siilfat i¢erisinde ¢dziiliir, hacim 0,5 M
sodyum siilfat ile 100 mL’ye tamamlanir (Kullanilacagi zaman taze hazirlanir).
Siklohekzanon: Direk olarak orijinal sisesinden kullanilir.

Deneyin yapilisi:

% 10 g’lik doku homojenati 10 dakika 3000 rpm de santrifiij edilir. Stipernatant ayrilir.
180 pL 0,1 N H2SOsile 20 pL siipernatant karistirilir, tiiplerin agz1 kapatilarak 1 saat
80 °C'de etlivde hidroliz edilir. Elde edilen hidrolizat numune olarak isaretlenmis bir

deney tiipiine koyularak asagidaki gibi galigilir.

Numune Kor
Hidrolizat 0,2 mL -
0,2 M sodyum metaperiyodat 0,1 mL -

20 dakika oda sicakliginda bekletilir.

%10 g sodyum arsenit 1mL

Meydana gelen sar1 renk kayboluncaya kadar galkalanir.

% 0,6 g TBA 3mL -

100 C° ‘lik su banyosunda 15 dakika bekletilir. Bu siire sonunda tiipler su

banyosundan alinarak buzlu su iginde oda 1sisina sogutulur.

Siklohegzanon - 4,3 mL

Kor olarak siglohekzanon kullanilir. Organik fazin renk siddeti 549 nm’de okunur.

Sonuglar ekstinksiyon katsayisi (57000/M‘cm™) kullanilarak hesaplanir.

5.7.7. Sigan tiikiiriik bezlerinde nitrik oksit seviyesi tayini
Prensip:
Nitrat, vanadyum (l11) kloriir (VCIs) ile nitrite indirgenir. Nitrit ile siilfanilamidin

asidik ortamda N-(1-Naftil) etilendiamin dihidrokloriir ile reaksiyonu sonucu
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kompleks diazonyum bilesigi olusur ve bu renkli kompleks 540 nm’de
spektrofotometrik olarak degerlendirilir (Miranda ve ark., 2001).

Gerekli Cozeltiler:

NaOH c¢ozeltisi (0,3 M): 0,6 g NaOH tartilarak bir miktar distile suda ¢oziiliir. Hacim
50 mL’ye distile su ile tamamlanir.

ZnSO4 (%10 g): 5 g ZnSO4veya 8,9 g ZnSO4.7H20 tartilir. Bir miktar distile suda
¢oziilerek 50 mL’ye distile su ile tamamlanir.

HCI (1 M): 50 mL distile su tizerine derisik HCI’den 4,2 mL yavas yavas ilave edilir,
karigtirilir.

VCls: 0,4 g VCl3 bir miktar 1M HCl’de ¢oziilerek iizeri 5 mL’ye ayni ¢ozeltiyle
tamamlanir.

Seyreltik HCI : 25 mL distile su iizerine yogunlugu d=1,19 g/mL olan %37’lik HCI
den 2,86 mL yavas yavas ilave edilir.

SULF (Siilfanilamid) (%2): 0,5 g siilfanilamid tartilarak 25 mL seyreltik HCI
i¢erisinde ¢oOziiliir.

NEDD (N-(1-Naftil) etilendiamin dihidrokloriir) (%00,1 g): 0,025 g NEDD
tartilarak bir miktar deiyonize suda ¢oziiliir. Uzeri 25 mL’ye deiyonize suyla
tamamlanir.

Deneyin Yapihsi:

Doku homojenat1 10 dk 4000 rpm’de santrifiij edilir. 0,3 mL siipernatant alinarak
tizerine 0,3 mL 0,3 M NaOH ilave edilir. Oda sicakliginda 5 dk bekletilir. 0,3 mL
%10’luk ZnSOs ilave edilerek vortekslenir. 5 dk +4 °C’de 14000 rpm’de santrifiij
edilir. Ust faz almarak 5 dk +4 °C’de 14000 rpm’de santrifiij edilir. 2 adet deney tiipii

kor ve numune olarak isaretlenir, asagidaki gibi caligilir.

Numune Kor
Deproteinize Sivi 0,3 mL -
Distile Su - 0,6 mL
VCl3 0,3 mL 0,3 mL
SULF 0,15 mL -
NEDD 0,15 mL -
30 dk 37 °C’de etiivde inkiibe edilir.
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Kére kars1 540 nm’de absorbans kaydedilir. Sonuglar 53000 M /cm ! ekstinsiyon

katsayis1 kullanilarak hesaplanir.

5.7.8. Sican tiikiiriik bezlerinde doku faktorii aktivitesi tayini

Prensip:

Dokularin DF aktiviteleri Quick metoduna gore tespit edilir. Tromboplastin kaynagi
olarak doku homojenat1 kullanilir. CaCl; ilavesinden sonra fibrin olusumu igin gegen
siire tayin edilir. Aktivite siire ile ters orantili olarak degisir (Ingram ve Hills, 1976).
Gerekli Cozeltiler:

Sodyum sitrat c¢ozeltisi (23,8 g) : 3.8 g sodyum sitrat biraz distile suda ¢oziiliir ve
hacmi distile su ile 100 mL’ye tamamlanr.

Plazma : Saglikli kisiden sitratli kan ( 9 mL kan + 1 mL % 3,8 g’lik sitrat) alinarak
plazmasi ayrilir.

Stok kalsiyum Kloriir ¢ozeltisi (0,2 M) : 2,22 gram CaCl biraz distile suda ¢oziilerek
hacmi 100 mL’ye distile su ile tamamlanir.

Seyreltik kalsiyum Kloriir ¢ozeltisi (0,02 M) : 1 mL stok kalsiyum kloriir ¢6zeltisi
tizerine 9 mL distile su konur ve karistirilir. 37 °C’de tutulur. Taze hazirlanir.
Deneyin Yapihsi:

37°C’lik su banyosunda kiigiik bir deney tiipii igine;

Doku homojenati 0,1 mL

Ilave edilir ve 2 dk inkiibe edilir.

Plazma 0,1 mL

Ilave edilir ve karistirilir 30 saniye inkiibe edilir
0,02 M lik CaCl; ¢ozeltisi 0,1 mL

Ilave edilir ve karistirilir. P1ht1 olusumu icin gecen siire kronometre ile tayin edilir.

5.7.9. Sigan tiikiiriik bezlerinde protein tayini

Prensip:

Bu metotta dnce proteinler alkali ortamda bakir iyonlari ile reaksiyona sokulur. Daha
sonra fosfomolibdik fosfotungstik asit reaktifi (folin reaktifi) ile indirgenir. Olusan
mavi rengin siddeti spektrofotometrik olarak degerlendirilir. Olusan mavi rengin

siddeti protein konsantrasyonu ile orantilidir (Lowry ve ark., 1951).
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Gerekli Cozeltiler:

A cozeltisi : Sodyum karbonat ¢ozeltisi (% 2 g, 0,1 N NaOH’teki ); 0,4 g NaOH biraz
suda ¢oziiliir ve hacmi 100 mL’ye distile su ile tamamlanir. 2 g sodyum karbonat
hazirlanan 0,1 N NaOH c¢o6zeltisinde ¢oziiliir ve hacmi 100 mL’ye 0,1 N NaOH
¢Ozeltisi ile tamamlanir.

Bakir siilfat ¢ozeltisi (% 1 g) : 1 g bakur siilfat biraz distile suda ¢6ziiliir ve hacmi
distile su ile 100 mL’ye tamamlanir.

Sodyum potasyum tartarat ¢ozeltisi ( % 2 g ): 2 g sodyum potasyum tartarat biraz
distile suda ¢oziiliir ve hacmi distile su ile 100 mL’ye tamamlanir.

B cozeltisi : %1 g’lik bakir siilfat ¢ozeltisi ile % 2 g’lik sodyum potasyum tartarat
cozeltisi esit hacimde (1/1) kanstirilarak kullanilir (kullanilacagi zaman taze
hazirlanir).

C cozeltisi : 50 mL A c¢ozeltisi ve 1 mL B c¢ozeltisi karistirilarak kullanilir
(kullanilacagi zaman taze hazirlanir).

Folin ¢ozeltisi :Orijinal sisesinden alinarak kullanildi.

Serum fizyolojik ( % 0,9 g NaCl ) : 0,9 g NaCl biraz suda ¢6ziiliir ve hacmi 100
mL’ye distile su ile tamamlanir.

Protein stok standart ¢ozeltisi (% 100 mg’lik albiimin ¢ozeltisi): 100 mg albiimin
biraz serum fizyolojikte ¢oziildiikten sonra hacmi 100 mL’ye serum fizyolojik ile
tamamlanip hazirlanir.

Protein calisma standart cozeltileri : Stok ¢6zeltiden uygun hacimler alinarak % 5,
10, 15 mg albiimin ihtiva edecek sekilde serum fizyolojik ile seyreltilerek hazirlanir
Deneyin Yapilhsi:

5 deney tiipii alinarak numune (N), standart 1 (Sty), standart 2 (St2), standart 3 (St3) ve

kor (K) olmak tizere isaretlenir ve asagidaki gibi ¢alisilir.

37



Numune Sty St; St3 Kor

(N) % 5 mg %10mg | % 15 mg (K)
Albiimin Albiimin | Albliimin
Albiimin (%100 mg) - 25 uL 50 uL 75 uL -

Doku homojenati 10 uL - - - -
(veya siipernatanat)
Serum fizyolojik 490 pL 475 uL 450 pL 425ul | 0,5mL
Toplam hacim 0,5mL 0,5mL 0,5mL 05mL | 0,5mL
Vortekste karistirilir.
C ¢ozeltisi 3mL 3mL 3mL 3mL 3mL

Vortekste iyice karigtirtlir ve oda sicakliginda 10 dk bekletilir.
Folin ayiraci 0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL
Vortekste iyice karistirilir, oda sicakliginda 30 dk bekletilir. 30 dk. sonunda 500 nm’de

kore karsi absorbanslar kaydedilir. Standart grafigi cizilir. Doku protein miktar
hesaplanir.

5.7.10. Sican tiikiiriik bezlerinde total oksidan seviyesi tayini

Prensip:

Bu metot Erel’in yontemine gore yapilmistir Numunede i¢inde bulunan oksidanlar,
ferr6z iyon-o-dianisidin kompleksini ferrik iyonuna oksitler. Oksidasyon reaksiyonu,
reaksiyon ortaminda bulunan gliserol molekiilleri tarafindan gii¢lendirilir. Ferrik iyonu
asidik ortamda ksilenol oranj ile renkli bir kompleks olusturur. Spektrofotometrik
olarak o6lciilebilen renk yogunlugu, numunede bulunan oksidan molekiillerin toplam
miktar ile iligkilidir (Erel, 2005).

Gerekli Cozeltiler:

Gliserol ¢ozeltisi (Stok): Orijinal sisesinden kullanilir.

H2SO4 ¢ozeltisi (25 mM): Bir miktar distile su {izerine %98’lik yogunlugu 1,84 g/mL
olan H2SO4 ¢ozeltisinden 0,136 mL ilave edilir. Daha sonra hacim distile su ile 100
mL’ye tamamlanir.

Reaktif 1: 0,818 g NaCl ve 11,41 mg ksilenol oranj ayri ayri bir miktar HoSO4
¢ozeltisinde (25 mM) c¢oziilir. Daha sonra birbirine karistirilir. Stok gliserol
¢ozeltisinden 11,72 mL alinarak ¢ozeltiye eklenir ve hacim H2SOj4 ¢ozeltisi (25 mM)
ile 100 mL’ye tamamlanir. pH=1,75 olmalidir.
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Cahisma Standartlari: Konsantrasyonu %30 (g/g) ve yogunlugu 1,11 g/mL olan H.O>
¢ozeltisinden distile su ile uygun seyreltmelerle 12,5, 25 ve 50 uM’lik ¢alisma
standartlar1 hazirlanir.

Reaktif 2: 0,317 g o-dianisidin-HCI ve 0,196 g ferroz amonyum siilfat ayr1 ayr1 bir
miktar H2SO4 ¢ozeltisinde (25 mM) ¢oziliir. Daha sonra birbirine karistirilir ve hacim
H2S04 ¢ozeltisi (25 mM) ile 100 mL’ye tamamlanur.

Deneyin Yapihsi:

%10 g’lik doku homojenat1 4000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek siipernatant alinir ve

asagidaki gibi caligilir.

Numune kort Numune
Reaktif 1 225 uL 225 uL
Standart / Stipernatant 35 uL 35 uL
Reaktif 2 - 11 uL

Karistirilir, 560 nm’de Karstirilir, 3-4 dk inkiibe
ilk absorbans okunur. edildikten sonra 560 nm’de

son absorbans okunur.

Son okunan absorbanstan ilk okunan absorbans degeri ¢ikarilir. Cizilen standart

grafigi yardimiyla total oksidan seviyesi pmol H-O. Equiv/L olarak hesaplanir.

5.7.11. Sican tiikiiriik bezlerinde total antioksidan seviyesi tayini

Prensip:

Bu method Erel’in yontemine gore yapilmistir ve 2,2-Azino-bis 3-etilbenzotiazolin 6-
stilffonik asitin (ABTS) Kkarakteristik renginin agartilmasina dayandirilmaktadir.
Numunede bulunan antioksidanlar, agartma oranini konsantrasyonlariyla orantili bir
derecede hizlandirir. Bu reaksiyon spektrofotometrik olarak izlenebilir ve agartma hizi
numunenin TAS’1 ile ters orantilidir (Erel, 2004).

Gerekli Cozeltiler:

Reaktif 1 (Asetat tamponu (0,4 M pH=5,8): 5 g NaCH3C0OO.3H20 ve 0,188 ml
CH3COOH (%100 g/g, d=1,05 g/mL, Ma=60,05) bir miktar distile suda ¢oziiliir. Daha
sonra hacimleri distile su ile 100 mL’ye tamamlanir (hacim 100 mL’ye

tamamlanmadan 6nce pH kontrol edilir, pH 5,8 olacak sekilde ayarlanir)
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Asetat tamponu (30 mM pH=3,6): 0,027 g NaCH3COO.3H20 ve 0,16 ml CH3COOH
bir miktar distile suda ¢o6ziilir. Daha sonra hacimleri distile su ile 100 mL’ye
tamamlanir (hacim 100 mL’ye tamamlanmadan 6nce pH kontrol edilir, pH 3,6 olacak
sekilde ayarlanir)

Fosfat tamponu (30 mM, pH 7,4): 0,34 g Na;HPO4 ve 0,091 g NaH2P0O4.2H.0O
tartilir, ayr1 ayr1 bir miktar distile suda ¢6ziiliir, birlestirilir ve distile su ile hacmi 100
mL’ye tamamlanir. (Hacim 100 mL’ye tamamlanmadan pH kontrol edilir ve pH 7,4'e
ayarlanir).

H20:2 ¢ozeltisi (2 mM): %30 g’lik yogunlugu d=1,11 g/mL olan H20; ¢ozeltisinden
0,204 mL alinarak hacim asetat tamponu (30 mM, pH 3,6) ile 1 mL’ye tamamlanir.
Hazirlanan ¢6zelti 3 defa 1/10 oraninda asetat tamponu (30 mM, pH 3,6) ile seyreltilir.
Reaktif 2 (ABTS) (10 mM): 55 mg ABTS tartilarak 10 mL H20> ¢6zeltisi (2 mM)
icinde ¢oziiliir.

Stok standart (6 mM): 15 mg Trolox tartilarak 10 mL fosfat tamponunda (30 mM,
pH:7,4) ¢oziliir.

Calisma Standartlari: 6 mM’lik stok Trolox ¢ozeltisinden fosfat tamponu ile (30
mM, pH:7,4) uygun seyreltmelerle 0,5, 1, 2 ve 3 mM’lik ¢alisma standartlar
hazirlanir.

Deneyin Yapihisi:

%10 g’lik doku homojenat1 4000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek siipernatant alinir ve
asagidaki gibi ¢aligilir.

Numune korti Numune
Reaktif 1 200 uL 200 uL
Standart / Stipernatant 5ul 5ulL
Reaktif 2 - 20 uL

Karistirilir, 660 nm’de | Karistirilir, 5 dk inkiibe edildikten
ilk absorbans okunur. sonra 660 nm’de son absorbans

okunur.

Son okunan absorbanstan ilk okunan absorbans degeri ¢ikarilir. Cizilen standart grafigi

yardimiyla total antioksidan seviyesi mmol Trolox equiv/L olarak hesaplanir.
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5.7.12. Sican tiikiiriik bezlerinde bor tayini

Prensip:

Bu yontem siilfirik asitli ortamda, karminik asit ve borun tepkimesi ile meydana gelen
renkli  kompleksin  spektrofotometrik olarak 585 nm’deki absorbansinin
degerlendirilmesi temeline dayanir. Tayin edilecek maddedeki bor konsantrasyonuna
bagli meydana gelen kompleksin rengi parlak kirmizidan mavimsi kirmiziya veya
maviye doniisiir. Calismamizda Hatcher ve Wilcox’un bu metodu modifiye edilerek
kullanildi. (Hatcher ve Wilcox, 1950; Kuru ve ark., 2019).

Gerekli Cozeltiler:

Stok bor ¢ozeltisi (10 ppm): 571,6 mg borik asit tartilarak bir miktar distile suda
¢oziiliir. Hacim 100 mL’ye distile su ile tamamlanir. Hazirlanan ¢ozelti 2 defa 1/10
oraninda distile su ile seyreltilir (ilk seyreltmede 100 ppm’lik, ikinci seyreltmede ise
10 ppm’lik ¢ozelti elde edilir).

Cahsma Standartlari: 10 ppm’lik stok bor ¢ozeltisinden uygun seyreltmelerle 1, 2,
4, 8, 10 ppm’lik ¢alisma standartlar1 hazirlanir.

Hidroklorik asit ¢ozeltisi (6N): Balon jojede bir miktar distile suya yavasga 49,6 mL
derisik HCI karigtirllarak ilave edilir. Cozeltinin hacmi 100 mL’ye distile su ile
tamamlanir.

Karmin reaktifi (0,4 mM): 9,2 mg karminik asit tartilarak hacmi derisik siilfat asidi
ile 50 mL’ye tamamlanir (taze hazirlanir).

Sodyum hidroksit ¢ozeltisi (IN): 4 g NaOH tartilarak bir miktar distile suda ¢oziiliir.

Daha sonra hacim 100 mL’ye distile su ile tamamlanir.

Deneyin Yapihsi:

Bor tayini yapilacak 6rnek yliksek sicakliga dayanikli porselen kroze icine alinir ve
NaOH (1N) ile alkali yapildiktan sonra etiivde 75°C’de 1 gece bekletilir. Kroze kiil
firmina yerlestirilir ve 4 saat boyunca 550°C’de yakilir. Desikatérde oda sicakligina
gelene kadar sogumasi beklenir. Distile su ile 1slatilir, her 6rnek i¢in grami basina 3
mL 6 N HCL eklenir. Distile su ile uygun hacime seyreltilir. 4000 rpm’de 10 dk

santrifiij edilerek siipernatanttan 0,2 mL alinir, asagidaki gibi ¢alisilir.
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Bor Calisma Standartlar:

Numune Kor 1ppm | 2ppm | 4ppm | 8 ppm | 10 ppm
Ornek 0,2 mL - - - - - -
Stok Bor - - 0,02 0,04 0,08 0,16 0,2 mL
Cozeltisi mL mL mL mL
(10 ppm)
Distile Su - 0,2 mL 0,18 0,16 0,12 0,04 -
mL mL mL mL
Konsantre | 0,01 mL | 0,01 mL 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
HCL mL mL mL mL mL
Konsantre 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL
H2S04
Karmin 1 mL 1 mL 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL
Reaktifi

Her tiip vorteksle karistirilir. En az 45 dk beklenir ve absorbanslar 585 nm’de kore

kars1 spektrofotometrede okunur. Standart grafigi yardimiyla orneklerdeki bor

konsantrasyonlart ppm cinsinden hesaplanir.

5.8. Istatiksel Analiz
Istatistiksel analiz Graphpad Prism 9.0 (Graphpad Yazilim, San Diego, Ca, ABD)

kullanilarak gergeklestirilmistir. Tiim veriler ortalama + ortalama standart hata (SH)

olarak ifade edilmistir. Biyokimyasal veri gruplari varyans analizi (ANOVA) ve
ardindan Tukey testi kullanilarak karsilastirilmis olup p<0,05 istatistiksel olarak

anlamli kabul edilmistir.
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6. BULGULAR

6.1. Tiikiiriik Bezlerinde incelenen Parametrelerin Sonuclar:

6.1.1. Glutatyon sonuclar:

Tiikiiriik bezlerinde GSH degerleri V grubunda kontrol gruplarina (K ve KM) gore
anlamli olarak azald1 (p<0,05, p<0,01, p<0,001), VM grubunda ise V grubuna gore

anlamli olarak artt1 (p<0,05, p<0,01) (Tablo 3, Sekil 8).

Tablo 3. Tiikiiriik bezlerinde GSH degerleri (mg/g D)

K KM \V/ VM

(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

P-GSH Ortalama deger | 0,569 0,569 0,524 0,558
(mg/g D)

Standart hata 0,004 0,010 0,006 0,006

SM-GSH Ortalama deger 0,311 0,315 0,263 0,305
(mg/g D)

Standart hata 0,015 0,012 0,005 0,005

SL-GSH Ortalama deger | 1,044 1,040 0,873 1,060
(mg/g D)

Standart hata 0,0378 0,042 0,031 0,050

P: Parotis tiikiiriik bezi, SM: Submandibular tiikiiriik bezi, SL: Sublingual tikiiriikk bezi, D: Doku,
GSH: Glutatyon, K: Kontrol grubu, KM: Moringa ekstresi verilen kontrol grubu, V: Valproik asit

verilen grup, VM: Valproik asit ve moringa ekstresi verilen grup
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Sekil 8. Tiikiiriik bezlerinde GSH degerlerinin gruplar arasindaki karsilagtiriimasi

P: Parotis tiikiirik bezi, SM: Submandibular tiikiiriik bezi, SL: Sublingual tikiiriikk bezi, D: Doku,
GSH: Glutatyon, K: Kontrol grubu, KM: Moringa ekstresi verilen kontrol grubu, V:Valproik asit
verilen grup, VM: Valproik asit ve moringa ekstresi verilen grup, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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6.1.2. Lipid peroksidasyon sonug¢lari

Tikiiriik bezlerinde LPO degerleri V grubunda kontrol gruplarina (K ve KM) gore
anlamli olarak artt1 (p<0,05, p<0,001, p<0,0001), VM grubunda ise V grubuna gore
anlamli (*p<0,05) olarak azaldi (Tablo 4, Sekil 9).

Tablo 4. Tiikiiriik bezlerinde LPO degerleri (umol MDA/g D)

K KM v VM
(n=8) | (n=8) | (n=8) | (n=8)

Ortalamadeger | 0,373 | 00286 | 0540 | 0,438
P-LPO

(umol MDA/g D) Standart hata 0,020 | 0022 | 0026 | 0,021

SM-LPO Ortalama deger 0,103 0,104 0,120 0,104

(umol MDA/g D)
Standart hata 0,003 0,003 0,006 0,006

SL-LPO Ortalama deger 0,153 0,134 0,240 0,183

(umol MDA/g D)
Standart hata 0,006 0,018 0,016 0,015

P: Parotis tiiklirik bezi, SM: Submandibular tiikiiriik bezi, SL: Sublingual tikiiriikk bezi, D: Doku,
LPO: Lipid peroksidasyonu, MDA: Malondialdehit, K: Kontrol grubu, KM: Moringa ekstresi verilen
kontrol grubu, V: Valproik asit verilen grup, VM: Valproik asit ve moringa ekstresi verilen grup
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Sekil 9. Tiikiiriik bezlerinde LPO degerlerinin gruplar arasindaki karsilastiriimasi

P: Parotis tiikliriik bezi, SM: Submandibular tiikiiriik bezi, SL: Sublingual tikiiriikk bezi, D: Doku,
LPO: Lipid peroksidasyonu, MDA: Malondialdehit, K: Kontrol grubu, KM: Moringa ekstresi verilen
kontrol grubu, V: Valproik asit verilen grup, VM: Valproik asit ve moringa ekstresi verilen grup,
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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6.1.3. Glutatyon-S-Transferaz aktivitesi sonuglari

Tikiiriik bezlerinde GST aktivitesi V grubunda kontrol gruplarina (K ve KM) gore
anlamli olarak azald1 (p<0,05, p<0,01, p<0,001), VM grubunda ise V grubuna gore
anlamli olarak artt1 (p<0,05, p<0,01) (Tablo 5, Sekil 10).

Tablo 5. Tiikiiriik bezlerinde GST aktivitesi degerleri (U/g D)

K KM % VM
(n=8) | (n=8) | (n=8) | (n=8)

P-GST  |Ortalamadeger| 1,978 | 2179 | 1,355 | 2,049
(U/g D)

Standart hata 0,075 0,110 0,047 0,259

SM-GST |Ortalamadeger| 2924 | 2975 | 1979 | 2,743
(U/g D)

Standart hata 0,105 0,182 0,249 0,127

SL-GST |Ortalamadeger| 4,313 | 4,716 | 3,021 | 4,355
(U/g D)

Standart hata 0,382 0,239 0,219 0,211

P: Parotis tiiklirik bezi, SM: Submandibular tiikiiriik bezi, SL: Sublingual tikiiriikk bezi, D: Doku,
GST: Glutatyon-S-transferaz, K: Kontrol grubu, KM: Moringa ekstresi verilen kontrol grubu, V:
Valproik asit verilen grup, VM: Valproik asit ve moringa ekstresi verilen grup
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Sekil 10. Tiikiiriik bezleri GST aktivitesinin gruplar arasindaki karsilastiriimasi

-3
1

=]
|

SM-GST(UigD)
- [ %]
1 1
SL-GST(U/gD)

P-.GST(UIgD)

P: Parotis tiikliriik bezi, SM: Submandibular tiikiiriik bezi, SL: Sublingual tikiiriikk bezi, D: Doku,
GST: Glutatyon-S-transferaz, K: Kontrol grubu, KM: Moringa ekstresi verilen kontrol grubu, V:
Valproik asit verilen grup, VM: Valproik asit ve moringa ekstresi verilen grup, *p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001
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6.1.4. Katalaz aktivitesi sonuglar:

Tukiirik bezleri KAT aktiviteleri karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli fark
bulunamadi (p>0,05) (Tablo 6, Sekil 11).

Tablo 6. Tiikiiriik bezlerinde KAT aktivitesi degerleri (kU/g D)

K KM V VM

(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

P-KAT Ortalama deger 1,631 1,448 1,408 1,496
(kU/g D)

Standart hata 0,070 0,148 0,148 0,154

SM-KAT Ortalama deger 14,890 14,240 14,140 14,220
(kU/g D)

Standart hata 0,180 0,440 0,357 0,437

SL-KAT Ortalama deger 7,566 8,421 7,174 7,455
(kU/g D)

Standart hata 0,527 0,476 0,330 0,519

P: Parotis tiikiiriik bezi, SM: Submandibular tiikiiriik bezi, SL: Sublingual tiikiiriikk bezi, D: Doku,
KAT: Katalaz, K: Kontrol grubu, KM: Moringa ekstresi verilen kontrol grubu, V: Valproik asit
verilen grup, VM: Valproik asit ve moringa ekstresi verilen grup
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Sekil 11. Tikiiriik bezleri KAT aktivitesinin gruplar arasindaki karsilastiriimasi

P: Parotis tiikiirik bezi, SM: Submandibular tiikiiriik bezi, SL: Sublingual tikiiriikk bezi, D: Doku,
KAT: Katalaz, K: Kontrol grup, KM: Moringa ekstresi verilen kontrol grup, V: Valproik asit verilen
grup, VM: Valproik asit ve moringa ekstresi verilen grup, ns: p>0,05(anlamsiz).
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6.1.5. Siiperoksit dismutaz aktivitesi sonuclari

Parotis ve submandibular tiikiiriik bezlerinde SOD aktivitesi V grubunda kontrol
gruplarma (K ve KM) gore anlamli olarak azald1 (p<0,05, p<0,01), VM grubunda ise
V grubuna gore anlamli olarak artti (p<0,05, p<0,01). Ancak sublingual tiikiiriik
bezinde gruplar arasinda SOD aktivitesinde anlamli bir farklilik saptanmadi (Tablo 7,
Sekil 12).

Tablo 7. Tiikiiriik bezlerinde SOD aktivitesi degerleri (kU/g D)

K KM \Y VM
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

P-SOD  |Ortalamadeger| 0114 | 0,106 | 0078 | 0,105
(kU/g D)

Standart hata 0,005 0,006 0,008 0,009

SM-SOD | Ortalama deger | 0,109 0,116 | 0091 | 0114
(kU/g D)

Standart hata 0,005 0,005 0,003 0,004

SL-SOD Ortalama deger | 0,071 0,079 0,074 0,080
(kU/g D)

Standart hata 0,004 0,003 0,003 0,002

P: Parotis tiikiiriik bezi, SM: Submandibular tiikiiriik bezi, SL: Sublingual tiiktiriik bezi, D: Doku SOD:
Siiperoksit dismutaz, K: Kontrol grubu, KM: Moringa ekstresi verilen kontrol grubu V: Valproik asit
verilen grup, VM: Valproik asit ve moringa ekstresi verilen grup
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Sekil 12. Tiikiiriik bezleri SOD aktivitesinin gruplar arasindaki karsilastiriimasi

P: Parotis tiikiirik bezi, SM: Submandibular tiikiiriik bezi, SL: Sublingual tikiiriikk bezi, D: Doku,
SOD: Siiperoksit dismutaz, K: Kontrol grubu, KM: Moringa ekstresi verilen kontrol grubu, V:
Valproik asit verilen grup, VM: Valproik asit ve moringa ekstresi verilen grup, p<0.05, **p<0.01; ns:
p>0,05(anlamsiz).
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6.1.6. Siyalik asit sonuclar:

Tiikiirik bezlerinde SA degerleri V grubunda kontrol gruplarina (K ve KM) gore

anlamli olarak artt1 (p<0,05, p<0,01, p<0,001, p<0,0001), VM grubunda ise V grubuna
gore anlamli (p<0,01; p<0,0001) olarak azaldi (Tablo 8, Sekil 13).

Tablo 8. Tiikiiriik bezlerinde SA degerleri (mg/g D)

K KM V VM

(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

P-SA Ortalama deger | 1,779 1,718 2,301 1,661
(mg/g D)

Standart hata 0,164 0,097 0,127 0,052

SM-SA Ortalama deger | 1,814 1,575 2,298 1,483
(mg/g D)

Standart hata 0,129 0,088 0,097 0,113

SL-SA Ortalama deger | 5,935 5,743 7,413 5,546
(mg/g D)

Standart hata 0,172 0,230 0,236 0,23

P: Parotis tiikiiriik bezi, SM: Submandibular tiikiiriik bezi, SL: Sublingual tiikiiriik bezi, D: Doku, SA:
Siyalik asit, K: Kontrol grubu, KM: Moringa ekstresi verilen kontrol grubu, V: Valproik asit verilen
grup, VM: Valproik asit ve moringa ekstresi verilen grup
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Sekil 13. Tiikiiriik bezleri SA degerlerinin gruplar arasindaki karsilagtirilmasi

P: Parotis tiikiiriik bezi, SM: Submandibular tiikiiriik bezi, SL: Sublingual tiikiiriik bezi, D: doku, SA:
Siyalik asit, K: Kontrol grubu, KM: Moringa ekstresi verilen kontrol grubu, V: Valproik asit verilen
grup, VM: Valproik asit ve moringa ekstresi verilen grup, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001;

*#*%1<0,0001.
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6.1.7. Nitrik oksit sonuclari

Tikiirik bezlerinde NO degerleri V grubunda kontrol gruplarma (K ve KM) gore

anlamli olarak artt1 (p<0,05, p<0,001, p<0,0001), VM grubunda ise V grubuna gore
anlamli (p<0,05; p<0,0001) olarak azaldi (Tablo 9, Sekil 14).

Tablo 9. Tiikiiriik bezlerinde NO degerleri (umol/g D)

K KM V VM
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
P-NO Ortalama deger | 0,174 0,169 0,218 0,178
(nmol/g D)
Standart hata 0,013 0,010 0,011 0,004
SM-NO Ortalama deger 0,142 0,124 0,181 0,147
(nmol/g D)
Standart hata 0,015 0,004 0,004 0,005
Ortalama deger | 0,156 0,134 0,179 0,120
SL-NO
(umol/g D) Standart hata 0,005 0,006 0,003 0,006

P: Parotis tikiiriik bezi, SM: Submandibular tiikiirtik bezi, SL: Sublingual tiikiiriik bezi, D: Doku, NO:
Nitrit oksit, K: Kontrol grubu, KM: Moringa ekstresi verilen kontrol grubu, V: Valproik asit verilen

grup, VM: Valproik asit ve moringa ekstresi verilen grup
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Sekil 14. Tiikiiriik bezleri NO degerlerinin gruplar arasindaki karsilastiriimasi

P: Parotis tikiiriik bezi, SM: Submandibular tiikiiriik bezi, SL: Sublingual tiikiiriik bezi, D: Doku, NO:
Nitrtit oksit, K: Kontrol grubu, KM: Moringa ekstresi verilen kontrol grubu, V: Valproik asit verilen
grup, VM: Valproik asit ve moringa ekstresi verilen grup, *p<0.05, ***p<0,001; ****p<0.0001.
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6.1.8. Doku faktorii aktivitesi sonuclari

Tikiiriik bezlerinde DF aktiviteleri karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli fark

bulunamadi (p>0,05) (Tablo 10, Sekil 15).

Tablo 10. Tikiirtik bezlerinde DF aktivitesi degerleri (sn)

K KM \Y VM
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

P-DF Ortalama deger | 51,67 53,00 53,13 51,75
(sn)

Standart hata 1,970 2,228 2,748 1,319

SM-DF | Ortalama deger | 27,50 27,38 26,50 27,00
(sn)

Standart hata 1,722 1,742 0,906 0,866

SL-DF | Ortalama deger| 47,00 47,13 48,63 45,38
(sn)

Standart hata 1,803 1,552 1,426 0,653

P: Parotis tiikiiriik bezi, SM: Submandibular tiikiiriik bezi, SL: Sublingual tiikiiriikk bezi, DF: Doku
faktorii, K: Kontrol grubu, KM: Moringa ekstresi verilen kontrol grubu, V: Valproik asit verilen grup,
VM: Valproik asit ve moringa ekstresi verilen grup
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Sekil 15. Tiikiiriik bezleri DF aktivitesinin gruplar arasindaki karsilagtirilmasi
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P: Parotis tiikiiriik bezi, SM: Submandibular tiikiiriik bezi, SL: Sublingual tiikiirikk bezi, san: Saniye,

DF: Doku faktorii, K: Kontrol grubu, KM: Moringa ekstresi verilen kontrol grubu, V: Valproik asit
verilen grup, VM: Valproik asit ve moringa ekstresi verilen grup, ns: p>0,05(anlamsiz).



6.1.9. Total protein sonuglari

Tikiirik bezlerinde TP degerleri karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli fark

bulunamadi (p>0,05) (Tablo 11, Sekil 16).

Tablo 11. Tikiriik bezlerinde TP degerleri (mg/g D)

K KM VM

(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

P-TP Ortalama deger | 63,06 65,40 63,47 60,91
(mg/g D)

Standart hata 3,691 2,033 3,494 2,662

SM-TP Ortalama deger | 56,61 54,05 57,81 52,77
(mg/g D)

Standart hata 1,835 2,215 1,100 1,981

SL-TP Ortalama deger | 31,89 29,26 30,89 29,62
(mg/g D)

Standart hata 1,159 2,040 1,761 0,8209

P: Parotis tiikiiriik bezi, SM: Submandibular tiikiiriik bezi, SL: Sublingual tikiirik bezi, D: Doku, TP:
Total Protein, K: Kontrol grubu, KM: Moringa ekstresi verilen kontrol grubu, V: Valproik asit verilen
grup, VM: Valproik asit ve moringa ekstresi verilen grup
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Sekil 16. Tiikiiriik bezleri TP degerlerinin gruplar arasindaki karsilastiriimasi

P: Parotis tiikiiriik bezi, SM: Submandibular tiikiiriik bezi, SL: Sublingual tiikiiriik bezi, TP: Total
protein, D: Doku, K: Kontrol grubu, KM: Moringa ekstresi verilen kontrol grubu, V: Valproik asit
verilen grup, VM: Valproik asit ve moringa ekstresi verilen grup, ns: p>0,05(anlamsiz).



6.1.10. Total antioksidan seviyesi sonug¢lari

Parotis ve sublingual tiikiiriik bezlerinde TAS degerleri V grubunda kontrol gruplarina
(K ve KM) gore anlamli olarak azaldi (p<0,05, p<0,0001), VM grubunda ise V

grubuna gore anlamli olarak artt1 (p<0,05, p<0,01). Ancak submandibular tiikiiriik

bezinde gruplar arasinda TAS degerinde anlamli bir farklilik saptanmadi (Tablo 12,

Sekil 17).

Tablo 12. Tikiiriik bezlerinde TAS degerleri (umol/g D)

K KM Vv VM

(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

P-TAS Ortalama deger 2,926 3,243 1,903 2,506
(umol/g D)

Standart hata 0,150 0,117 0,147 0,0918

SM-TAS Ortalama deger 4,583 4,650 4,584 4,865
(umol/g D)

Standart hata 0,097 0,075 0,105 0,051

SL-TAS Ortalama deger 2,253 2,423 1,569 2,288
(nmol/g D)

Standart hata 0,143 0,176 0,187 0,174

P: Parotis tiikiiriik bezi, SM: Submandibular tiikiirik bezi, SL: Sublingual tiikiirik bezi, D: Doku, TAS:

Total antioksidan kapasite, K: Kontrol grubu, KM: Moringa ekstresi verilen kontrol grubu, V: Valproik
asit verilen grup, VM: Valproik asit ve moringa ekstresi verilen grup

P-TAS(umol/gD)
g

SL-TAS(umoligD)

K KM

VM

Sekil 17. Tiikiiriik bezleri TAS degerlerinin gruplar arasindaki karsilastirilmasi

P: Parotis tiikiiriik bezi, SM: Submandibular tiikiiriik bezi, SL: Sublingual tikiiriik bezi, TAS: Total
antioksidan kapasite, D: Doku, K: Kontrol grubu, KM: Moringa ekstresi verilen kontrol grubu, V:
Valproik asit verilen grup, VM: Valproik asit ve moringa ekstresi verilen grup, *p<0.05, **p<0.01,
****n<0.0001; ns: p>0,05(anlamsiz).
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6.1.11. Total oksidan seviyesi sonuclar:

Parotis ve submandibular tiikiiriik bezlerinde TOS degerleri V grubunda kontrol
gruplarma (K ve KM) gore anlamli olarak artt1 (p<0,05, p<0,001, p<0,0001), VM
grubunda ise V grubuna goére anlamli olarak azaldi (p<0,001, p<0,0001). Ancak
sublingual tiikiirik bezinde gruplar arasinda TOS degerinde anlamli bir farklilik
saptanmadi (Tablo 13, Sekil 18).

Tablo 13. Tiikiiriik bezlerinde TOS degerleri (umol/g D)

K KM \Y VM
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

P-TOS Ortalama deger | 0,800 0,669 0,951 0,634
(umol/g D)

Standart hata 0,013 0,028 0,057 0,020

SM-TOS Ortalama deger | 0,284 0,261 0,326 0,258
(umol/g D)

Standart hata 0,009 0,014 0,011 0,005

SL-TOS Ortalama deger | 0,405 0,405 0,414 0,404
(nmol/g D)

Standart hata 0,004 0,003 0,004 0,003

P: Parotis tiikliriik bezi, SM: Submandibular tiikiiriik bezi, SL: Sublingual tikiiriikk bezi, D: Doku,
TOS: Total oksidan kapasite, K: Kontrol grubu, KM: Moringa ekstresi verilen kontrol grubu, V:
Valproik asit verilen grup, VM: Valproik asit ve moringa ekstresi verilen grup
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Sekil 18. Tiikiirtik bezleri TOS degerlerinin gruplar arasindaki karsilastiriimasi

P: Parotis tiikiiriik bezi, SM: Submandibular tiikiiriik bezi, SL: Sublingual tiikiiriik bezi, TOS: Total
oksidan kapasite, D: Doku, K: Kontrol grubu, KM: Moringa ekstresi verilen kontrol grubu, V: Valproik
asit verilen grup, VM: Valproik asit ve moringa ekstresi verilen grup, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001;
****n<0,0001; ns: p>0,05(anlamsiz)
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6.1.12. Bor sonuclari

Tikiirik bezlerinde bor degerleri V grubunda kontrol gruplarina (K ve KM) gore
anlamli olarak azald1 (p<0,05, p<0,01, p<0,0001), VM grubunda ise V grubuna gore
anlamli olarak artt1 (p<0,001, p<0,0001) (Tablo 14, Sekil 19).

Tablo 14. Tukiirtik bezlerinde bor degerleri (ppm)

K KM V VM

(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

P-Bor Ortalama deger | 4,223 4,267 3,215 4,813
(ppm)

Standart hata 0,113 0,106 0,096 0,349

SM-Bor Ortalama deger | 3,183 3,713 2,109 3,685
(ppm)

Standart hata 0,112 0,258 0,132 0,192

SL-Bor Ortalama deger | 3,250 3,426 2,780 3,532
(ppm)

Standart hata 0,089 0,134 0,127 0,103

P: Parotis tiikiiriik bezi, SM: Submandibular tiikiiriik bezi, SL: Sublingual tiikiiriik bezi, K: Kontrol
grubu, KM: Moringa ekstresi verilen kontrol grubu, V: Valproik asit verilen grup, VM: Valproik asit
ve moringa ekstresi verilen grup
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Sekil 19. Tiikiiriik bezleri bor degerlerinin gruplar arasindaki karsilastirilmasi

P: Parotis tiikiiriik bezi, SM: Submandibular tiikiiriikk bezi, SL: Sublingual tiikiiriik bezi, K: Kontrol
grubu, KM: Moringa ekstresi verilen kontrol grubu, V: Valproik asit verilen grup, VM: Valproik asit
ve moringa ekstresi verilen grup, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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7. TARTISMA ve SONUC

VPA veya sodyum valproat, yaygin veya fokal nobetler i¢in siklikla kullanilan bir
antiepileptik ilactir. Ayrica Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilac Idaresi tarafindan
manik depresif psikoz, major depresif bozukluk ve travma sonrasi stres bozuklugu
dahil olmak {iizere gesitli psikiyatrik bozukluklarin tedavisi i¢in yetkilendirilmis bir

duygudurum diizenleyicidir (Wu ve ark., 2021).

Genel olarak hiicrelerde pro-oksidan ve antioksidan sistemler arasinda bir denge
olmalidir. Prooksidanlar ROS olarak siniflandirilmakta olup, serbest radikalleri ve
molekiiler oksijenden tiiretilen diger bazi molekiilleri icermektedir. VPA da

prooksidan faktorler arasindadir (Ghanizadeh ve ark., 2012).

VPA karaciger, beyin ve ince bagirsak dahil olmak iizere ¢esitli dokularda hiicre ici
ROS seviyelerini arttirir. Son yillarda dogal bilesikler kanser, kardiyovaskiiler
hastaliklar, yaslanma, diyabet ve o6zellikle norodejeneratif bozukluklara karst umut
verici terapotik ajan olarak kabul edilmektedir. VPA’nin, bozulmus lipogenez,
glukoneogenez ve lire metabolizmasi ile iligkili oldugu belirtilmektedir (Igbal ve ark.,

2022).

VPA’nin metabolizmast sonucu karaciger tarafindan bir¢gok metabolit iretilir.
VPA'nin hepatotoksisite mekanizmasi hala bilinmemektedir, ancak asir1 ROS
tretimine bagli oksidatif stresi arttirdigi ve antioksidan dengesini bozdugu
diisiiniilmektedir. Oksidatif stres etkisi ile ortaya ¢ikan asir1 serbest radikal {iretimini
dengelemek igin redoks homeostazini arttirma mekanizmalari korunmalidir. Bu
mekanizmalar arasinda, hiicre fonksiyonlarini siirdirmek igin etkili antioksidan
ozellikleri nedeniyle polifenoller iizerinde son zamanlarda birgok calisma yapilmistir

(Abdelkader ve ark., 2020).

Zengin biyoaktif bilesenlere sahip olmalari nedeniyle bitkilerin tip alaninda kullanimi
da giiniimiizde oldukca artmistir. M. oleifera da bitkilerden biridir. M. oleifera
yapraklart mineraller, vitaminler ve polifenoller agisindan zengin olup, elde edilen
ekstreler antiinflamatvuar, antioksidan, antikanser, hepatoprotektif, noéroprotektif,

hipoglisemik ve kan lipidini azaltic1 fonksiyonlar dahil olmak iizere ¢oklu nutrasotik
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veya farmakolojik fonksiyonlar sergiler (Gopalakrishnan ve ark., 2016; Leone ve ark.,
2016). Bu etkileri flavonoidler veya biyoaktiviteye sahip izotiyosiyanatlar gibi
fitokimyasallar ile gii¢lii bir sekilde iliskilidir (Aja ve ark., 2014; Kou ve ark., 2018;
Vargas-Sanchez ve ark., 2019). M. olifera’dan gelen polifenoller ve flavonoidler,
stiperoksit anyonlar1 ve lipid peroksil radikalleri ile dogrudan reaksiyona girebildikleri

i¢in dogal antioksidanlar olarak tanimlanmaktadir (El-sharkawy ve ark., 2018).

Gida ve ilaglarda yaygin olarak kullanilmasina ragmen, insanlarda Moringa yapraginin
ve diger tiriinlerinin terapotik etkisini gosteren klinik deneyler {izerinde ¢ok az ¢alisma
vardir (Dhakad ve ark., 2019). Literatirde VPA kullanimimin ve bu bitkinin
yapraklarmin tiikiiriikk bezleri tizerine etkisi ile ilgili ¢alisma bulunmamaktadir. Bu
nedenle ¢alismamizda VPA’nin ve M. oleifera ekstresinin tiikiiriik bezleri tizerine

etkisi arastirilmistir.

Calismamizda siganlara verilen M. oleifera dozu 0,3 g/kg/giin olup M. oleifera nin
%70’lik etanollii ekstratt kullanilmistir. M. oleifera yapraklari i¢in en uygun
ekstraksiyon yonteminin %70’lik etanol ile oldugu ve giiclii antioksidan aktiviteyi bu
sekilde gosterdigi bir¢ok caligmada belirtilmistir (Nobossé ve ark., 2018; Wang ve
ark., 2017; Vongsak ve ark., 2013). Ayrica yapilan literatiir incelemelerinde M.
oleifera'nin yaprak ekstraktlarinin 100-300 mg/kg/giin dozu ile 2 haftalik ilk tedavi
stiresinden 8 haftaya kadar yaygm olarak kullanildigi ve ekstratlarin terapotik
etkilerinin bu doz araliklarinda etkisini gosterdigi (Mthiyane ve ark., 2022) ve giivenli
doz araliginda oldugu bildirilmektedir (El-Hadary ve Ramadan., 2019). Bu doz

diizeyleri bizim ¢alismamizda uygulanan M. oleifera dozu ile aynidir.

GSH, hiicrede bol miktarda bulunan ve tiyol grubu igeren tripeptit molekiiliidiir
(Forman ve ark., 2009). Serbest radikaller ve ROS tiirlerini yakalayarak oksidatif stresi
onleyebilen bir antioksidandir (Niu ve ark., 2021). Ayrica lipid peroksit olusumunu

durdurarak lipidler gibi 6nemli biyomolekiillerin yikimini engeller (Pompella ve ark.,
2003).

Calismamizda V grubunda GSH miktarlarinin azaldigr bulunmustur. Tiikiirik
bezlerinde GSH’1n azalmasit VPA’nin yaptig1 hasarin bir gostergesidir. Literatiirde

mevcut calismalarin ¢ogunda VPA uygulamasi yapilan gruplarda GSH miktarlarinin
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azaldig1 saptanmistir. Hiicre i¢i artmis ROS ve reaktif VPA metabolitleri indirgenmis
GSH seviyelerini tiiketerek lizozomal hasara ve oksidatif strese yol agabilir (Devaraj
ve Uthirappan., 2022). Bu ¢alismada, VM grubunda tiikiirik bezlerinin GSH
seviyelerinde V grubuna gére 6nemli bir artig goriildii. M. oleifera ekstresi ile yapilan
bazi ¢alismalarda da oksidan stres altinda olan siganlara M.oleifera ektresi verildiginde
bizim ¢alismamizla ayni sonuglar elde edilmistir (Abdel-Daim ve ark., 2020). LPO,
ROS’un ¢oklu doymamus yag asitlerini hedef almasi ile gergeklesir ve oksidatif stresin
LPO iizerindeki etkisinin 6nemli belirteclerinden biri de MDA dir (Angelova ve ark.,
2021; Mas-Bargues ve ark., 2021). VPA kaynakli toksisitenin baglica gostergesi
GSH’1n azalmasi ve ters orantili olarak LPO'mun artmasidir (Raza ve ark., 1997;
Huang ve ark., 2003; Hill ve ark., 2012). Reaktif VPA metabolitleri, plazma zarindaki
coklu doymamis yag asitlerinin LPO’yu indiikleyerek LPO yan iriinlerinin
serbestlesmesine ve oksidatif strese neden olur (Devaraj ve Uthirappan., 2022).
Literatiirde VPA’nin tiikiiriik bezlerinde LPO iizerine etkisini inceleyen bir ¢alisma
bulunmamaktadir ancak diger dokularda yapilan deneysel c¢alismalarda VPA
uygulamasindan sonra MDA artis1 bildirilmistir. Heidari ve ark.’nin yaptig1 ¢alismada
VPA verilen siganlarin bobrek dokularinda GSH rezervleri ve doku antioksidan
kapasitesi azaldigt ve LPO ‘nun arttigi saptanmistir (Heidari ve ark., 2018).
Calisgmamizin bulgular1 bu ters orantiy1 desteklemektedir. V grubunda K grubuna goére
tikiiriik bezlerinde LPO anlamli olarak artmis, GSH da yukarida ifade ettigimiz gibi
azalmistir. VM grubunda ise V grubuna goére GSH seviyelerini arttarken, LPO

diizeyleri anlamli olarak azalmistir.

GST, hiicreler i¢in zararl elektrofillerin GSH ile konjugasyonunu katalizleyen bir
enzimdir. GST bu 6zelligiyle kanserojenlere, terapotik ilaglara ve gesitli hiicresel
oksidatif hasarlara kars1 ¢ok 6nemli bir rol oynar (Kim ve ark., 2017). Calismamizda,
tikiiriik bezlerinde GST aktiviteleri, valproat kaynakli toksisite nedeniyle 6nemli
olgtide azalmistir. Bulgularimizla uyumlu olarak, VPA toksisitesinin karaciger (Sancar
Bas ve ark., 2016), pankreas (Oktay ve ark., 2017) ve lens (Tunali ve ark., 2015) gibi
dokularda GST aktivitelerinde azalmaya neden oldugu gosterilmistir. Calismamizda
moringa ekstresinin antioksidan 6zellikleri nedeni ile VM grubunda GST aktiviteleri

tikiiriik bezlerinde V grubuna gore anlamli olarak artmistir.
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SA, H202'nin neden oldugu oksidatif hasarin giderilmesini saglamaya ¢alisan giiglii
bir antioksidan molekiiliidiir (lijima ve ark., 2004). SA’nin glikozidik baginin
stiperoksit ve diger ilgili ROS’lar i¢in potansiyel bir hedef oldugu bilinmektedir
(Eguchi ve ark., 2005). Calismalar dokulardaki SA miktarinin artmig ROS seviyesi ile
iliskili oldugunu gostermistir (Yadav ve ark.,, 2020). Turkyilmaz ve ark.,
caligmalarinda siganlarin beyin dokusunda VPA uygulamasinin SA miktarini arttigini
bildirmiglerdir (Turkyilmaz ve ark., 2021). Literatiirdeki diger c¢alismalarda da
inflamatuar hastaliklarda 6nemli rol oynayan serbest radikaller tarafindan oksidatif
hasar olusturuldugu ve bu serbest radikallerin LPO’ya ve hiicresel hasara yol acan
serum SA seviyesinin artmasina neden oldugu bildirilmistir. SA miktarinin artisinin
artan ROS‘a kars1 savunma amagli oldugu disiiniilmektedir (Oto ve ark., 2016;
Mohan ve ark., 2010). Calismamizda moringa ekstresinin verilmesi VPA nin arttirdigi
SA degerlerinin anlamli olarak azalmasina neden olmustur. Bunun nedeni moringanin
yapisindaki bilesikler ve bu maddelerin antioksidan aktivitesi ile ROS tiirlerini

temizlemesi olabilir.

SOD ve KAT, serbest radikal olusumunu engelleyen antioksidan etkili enzimler olup
birincil savunma antioksidanlar1 olarak da bilinirler (Ighodaro ve ark., 2018; El-Sayed
ve ark, 2008). SOD'lar, siiperoksit radikalini daha az zararli hidrojen peroksite
dontstiiriirken, KAT hidrojen peroksiti oksijen ve suya doniistiirerek zararsiz hale
getirir (Weydert ve Cullen, 2015). Calismamizda, VPA’nin neden oldugu oksidatif
stres, sublingual tiikiiriik bezi harig¢ parotis ve submaniubular tiikiiriik bezlerinde SOD
aktivitesini anlamli olarak azaltirken, KAT aktivitesinde olan azalma anlamli
bulunmamaistir. Literatiirdeki sicanlar ile yapilan calismalarda akciger (Oztay ve ark.,
2020), beyin (Chaudhary ve Parvez, 2012; Turkyilmaz ve ark., 2020), lens (Tunali ve
ark., 2015), karaciger (Ibrahim ve ark., 2017) ve pankreas dokularinda (Oktay ve ark.,
2017) SOD ve KAT aktivite degerlerinin VPA verilen gruplarda kontrol gruplarina
gore anlamli bicimde azalma saptandigi bildirilmistir. Bizim bulgularimiza paralel
olarak karaciger dokusunda (Koroglu ve ark., 2021) yapilan ¢alismada SOD aktivitesi
azalirken KAT aktivitesinde anlamli bir degisme saptanmamistir. Calismamizda VM
grubunda V grubuna gore parotis ve submandibular tiikiiriik bezlerinde azalmis olan
SOD aktiviteleri anlamli olarak artmistir. KAT aktivitesinde tiikiiriik bezleri a¢isindan
fark saptanmamistir. Literatiirde mevcut ¢calismalarda kalp (Aju ve ark., 2019) ve beyin
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(Ganguly ve ark., 2005) dokularinin SOD ve KAT aktivitelerinde artis meydana
gelmistir. Ertik ve ark.” nin yaptig1 ¢alismada kas dokusunda M.oleifera yaprak ekstrati
SOD aktivitesini arttirirken, KAT aktivitesini azaltmistir (Ertik ve ark., 2022).
Calismalardaki sonug farkliligi dozlarin miktari, verilis sekli ve sikligina bagli olarak

meydana gelmis olabilir.

NO, biyolojik fonksiyonlarda yer alan bir haberci molekiildiir. LPO reaksiyonlarinin
sonlandirilmasinda gorev aldigi i¢in antioksidan etki gostermektedir. NO, eslesmemis
elektrona sahip bir serbest radikaldir. Bu nedenle yiiksek konsantrasyonlarda bir
prooksidan olarak hareket eder (Hummel ve ark., 2006; Kowalczyk ve ark., 2005).
Caligmamizda, VPA uygulamasi, tiikiiriik bezlerinde V grubunda NO degerlerinin K
grubuna gore yiikselmesine neden olmustur. NO degerlerinin V grubunda artmasi
NOS’1n asir1 ekspresyonu veya NO-sitrulin dongiisiiniin uyarilmasiyla NO {iretiminin
artmasi, ROS ile VPA toksik metabolitlerinin birikmesinden kaynaklanan
enflamasyon ve enflamatuar yanitlarin bileskesi olabilir (Hayashi ve ark., 2021). VM
grubunda, tiikiirik bezlerinde NO degerleri diismiistiir. Bu durum M. oleifera
ekstresinin VPA toksisitesini azalttiginin bir gostergesidir. Moringa ekstresi verilmesi
ile azalan NO diizeyleri, alfa-lipoik asit (Turkyilmaz ve ark, 2020) ve edaravon (Celik
ve ark., 2022) gibi antioksidan ajanlar tarafindan azaltildigini bildiren onceki
caligmalar ile uyumludur. Ayrica M.oleifera ekstresi kas (Ertik ve ark., 2022),
karaciger (Mousa ve ark., 2019; El-Hadary ve Ramadan., 2019) ve bobrek dokularinda
(Akinrinde ve ark., 2020) gesitli oksidanlarin etkisiyle artan NO seviyelerini

diistirmistiir. Bahsedilen bu verilerle ¢alismamizin NO verileri uyumlu bulunmustur.

TOS biyolojik bir numunede bulunan oksidanlarin ve ROS'un seviyesi hakkinda bilgi
verirken, TAS ise toplam antioksidan durumunu 6lgmek icin kullanilir (Du ve ark.,
2018). Antioksidan — oksidan denge bozuldugunda ve denge oksidanlarin lehine dogru
kaydiginda viicutta toksik molekiiller birikmeye baslar ve oksidatif stresi ortaya
cikarir. ROS kaynakli oksidasyon ile ROS molekiilleri hiicre zar1 tizerindeki tiim
makromolekiillerle reaksiyona girebilir ve bu reaksiyonlar hiicre hasarina, DNA
mutasyonuna ve ¢esitli hastaliklarin ortaya ¢ikmasina neden olur (Ekinci ve ark.,
2017; Bakry ve ark., 2014; Gupta, 2015). Calismamizda, V grubunda tiikiiriik

bezlerinde TOS degerlerinin anlamli olarak arttig1 ve TAS degerlerinin ise azaldigi
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saptand1. Literatlirdeki bagka arastirmalarda da bu durum VPA uygulamasi yapilan
farkli doku tiplerinde de saptanmustir (Heidari ve ark., 2018; Turkyilmaz ve ark.,
2020; Omidipour ve ark., 2021). Tukirik bezlerinde artan TOS ve azalan TAS
degerleri bu bezlerde olusan oksidatif stres durumunun bir belirtecidir. TAS 1n diisiik
olmasi, oksidatif stresi veya oksidatif hasara kars1 artan duyarliligi gosterir (Imro’ati
ve ark., 2021). Bu duruma yukarida belirttigimiz antioksidan molekiil diizeylerinin ve
enzim aktivitelerinin azalmasi, VPA’ya bagl oksidatif stresin artmasi neden olmus
olabilir. Moringa ekstresi uygulanmasi, VM grubunda TAS ve TOS degerlerini
diizeltmistir. Bunun nedeni, moringa ekstresinin antioksidan aktiviteye sahip
olmasidir. Cesitli aragtirmalarda da M. oleifera ekstresi uygulamasinin sinir (Imran ve
ark., 2022), testis (Celik ve ark., 2022) ve beyin (Turkyilmaz ve ark, 2020) gibi diger
farkli doku ¢alismalarinda da benzer sonuglar elde edildigi bildirilmistir.

Calismamizda inceledigimiz diger bir parametre ise DF aktivitesidir. DF koagiilasyon
sisteminin ana baslaticisidir ve yeterli bir hemostatik ptht1 normal yara iyilesme siireci
icin gereklidir (Hoffman, 2018). DF’nin doku dagilim1 esit olmamakla birlikte beyin,
akciger gQibi vaskiilarizasyonun fazla oldugu organlarda yiiksek miktarda
bulunmaktadir (@sterud ve Bjerklid, 2006; Emekli-Alturfan ve ark., 2007).
Calismamizda tiikiiriik bezlerinde DF aktivitesi agisindan fark tespit edilmemistir.

Literatiirde daha oOnce tiikiiriik bezi bor diizeylerini inceleyen bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Yapilan bir ¢aligmada sigcanlarin plazma, bobrek, beyin ve karaciger
dokularinda bor diizeyinin diistiigii ve bunun oksidatif stres ile iliskili oldugu
gosterilmistir (Coban ve ark., 2015). Cesitli ¢alismalar, borun enerji ve lipid
metabolizmasinda rol oynadigini gostermistir (Aysan ve ark., 2013; Dogan ve ark.,
2017). Insanlarda diyetle yiiksek bor aliminin serum ve tiikiiriik bor diizeylerini
artirdigr ve viicut agirligimi, serum diisilk yogunluklu lipoprotein kolesterolii, ¢cok
diisiik yogunluklu lipoprotein kolesterolii, toplam kolesterolii ve trigliserit diizeylerini
azalttigi bildirilmistir (Kuru ve ark., 2019).

Bor ve bor igeren molekiillerin, giinliik diyette dogal antikanser ajan1 veya potansiyel
ilaglar olarak kullanilabilecegi dnerilmektedir (Uluisik ve ark., 2018). Baz1 deneysel
calismalarda borun hiicrelerde olusabilecek oksidatif stresi ve oksidatif hasar1 azalttigi
bildirilmistir (Meacham ve ark., 2010; Warrington, 1923; Nielsen, 1987).
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Epidemiyolojik insan ¢alismalarinda bor alimi arttifinda prostat kanseri ve akciger
kanseri ve anormal servikal sitopatoloji riskinin azaldig1r gozlenmistir (Hunt, 2010).
Diyet bor aliminin arttirilmasinin obezite, lipid metabolizmasi ve tiroid metabolizmasi
tizerinde faydali etkilere yol agabilecegi gosterilmistir. Tiikiirik bor miktari, serum
borunu yansitabilir ve bor dis hekimliginde karyostatik bir ajan olarak kullanilabilir.
Bor agisindan zengin gidalarda potasyum, lif, demir, A vitamini ve E vitamini gibi
diger diyet faktorlerinin aliminin artmasi, agiklanan etkilerden sorumlu olabilir (Kuru

ve ark., 2019)

Calismamiz bor takviyesi ¢alismasi degildir. Tiim gruplara ayn1 kaynaktan yiyecek ve
icme suyu verildigi i¢in su ve gida yoluyla bor aliminin tiim gruplar i¢in benzer olacagi

diisiiniilebilir.

Calismamizda moringa ekstresinin bor miktar1 yaklasik 9 ppm, siganlara verilen yemin
bor miktari ise yaklasik 9 ppm olarak tayin edilmistir. Siganlarin igme suyunda ise bor
tayini karminin asit yontemi ile yapilmamistir. Ancak daha dnce yapilan bir ¢alismada
Marmara bolgesinin igme sularinda bor miktar1 0,08 ppm olarak tespit edilmistir (Kuru
ve ark., 2020). Calismamizda V grubunda tiikiiriik bezlerinin bor konsantrasyonunun
K grubuna gore anlamli olarak azaldig1; moringa ekstresi verilmesi ile bor miktarinin
anlamli olarak yiikseldigi saptandi. Bunun nedeni M. oleifera bitkisinin bor degerinin

fazla olmasi olabilir.

SONUC

Tiikiiriik bezlerinde VPA’nin neden oldugu GSH, GST, SOD, TAS ve borun azalmast;
LPO, TOS, SA ve NO’in artmasi ile tespit edilen oksidatif hasar1 M. oleifera’nin
antioksidan ve terapdtik 6zellikleri nedeniyle diizelttigi soylenebilir. Bu koruyucu etki,
artan bor seviyeleri ile de iliskili olabilir. Ancak mekanizmanin agiklanmasi i¢in daha

detayli caligsmalara ihtiya¢ vardir.
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OZET

Moringa oleifera Lam. (M. oleifera) ekstresi, anti-inflamatuar, antioksidan, anti-kanser, hepatoprotektif,
noro-koruyucu, hipoglisemik ve kan lipid azaltici fonksiyonlar dahil olmak iizere goklu nutrasétik veya
farmakolojik fonksiyonlar sergilemektedir. Valproik asit (VPA), migren, bipolar bozukluk, anksiyete ve
diger psikiyatrik bozukluklarda etkili olan genis spektrumlu bir anti-epileptik ilagtir. VPA'mn bilinen
bircok klinik yan etkisinin yam sira siyaladenoz ve agiz kuruluguna neden oldugu belirtilirken, VPA
tedavisinin tikiiriik bezi timorlerinin birytimesini engelledigi de iddia edilmektedir. Bu calismada, VPA
uygulanan sicanlarda M.oleifera alkolik ekstraktinin major tikiirik bezlerinden biri olan submandibular
bez tizerindeki olast koruyucu etkisi aragtirildi. Submandibular bez lipid peroksidasyon degerleri VPA
grubunda kontrol grubuna gore anlamli olarak artti. Lipid peroksidasyon degerleri M. oleifera
ekstresinin uygulanmastyla Gnemli lgiide azald:, Bu galisma Marmara Universitesi Bilimsel Arastirma
Projelent Komisyonu (Proje No:1'YL-2022-10383) tarafindan desteklenmistir.

Anahtar Kelimeler: Valproik asit, M. oleifera ekstresi, submandibular gland, lipid peroksidasyon
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Protective effect of Moringa oleifera on oxidant
damage causad by valpraic acid in the parotid glarnd of
rats

Eda Cergel®, Burcin Alev Tuzuner®, Ummar Faruk MMagaji
33 gehkar Oktay”, Ozlem Sacan?, Refiye Yanardag?,
Aysen Yarat?
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wvalproic acid [(WPA) is a broad spectrurm anti-epileptic
drug that is effective in migraine, bipolar disorder,
anxiety amd other psychiatric disorders. Inm addition o
many known clinical side effects of WPA, it is stated that
it causes sialadenosis amd dry mouth, amd it is also
Claimed that WPFA treatment prevents the growth of
salivary gland turmors.

rMoringa oleifera Lam. (M. oleifera) is also kmnown as
“miiraclhe tree”™ among people becawuse of its healimg of
warious ailments anmnd chronic diseases. Extracts from k.

oleifera exhiibit mmultiple nutraceutical o
pharmacological functions including anti-infFlammatory,
anti-oxidarnt, anti-cancer, hepatoprotective,

neurapgrotective, hypoglyocermic, anmnd blood lipid-reducing
functiomns.

I this study, the possible protective effect of Mooleifera
alcohalic extract on the paraotid gland, which is one of the
major salivary glands, was investigated in YWPA-treated
rats. PFParotid gland lipid peroxidation walues wers
significantly imcreased in the WFA group compared to the
ocomtrol Eroup. Lipid peraoxidation wvalues W
significantly decreased with the administration of Mo
oleifera extract.

Keyword=s: Valproic acid, . aoleifera extract, parotid
glarnd, lipid peroxidation
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