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1.0ZET

Tezin bashi: Valproik Asit Verilen Sicanlarin Derisi Uzerine Moringa Oleifera
Ekstresinin Etkisinin Incelenmesi

Ogrencinin Adi Soyadi: Giilsiim Elik

Damismanin Adi Soyadi: Prof. Dr. Aysen YARAT

Program Adi: Beslenme ve Biyokimyasi

Amag: Derinin baslica fonksiyonu viicudu dis etkenlerden korumak, su dengesini saglamak, D
vitamini sentezlemek ve cesitli atik maddeleri viicuttan uzaklastirmaktir. Tedavi amagh
kullanilan bazi ilaglar derinin yapisini ve fonksiyonlarinit olumsuz etkilemektedir. Valproik asit
bu ilaglardan biridir. Moringa oleifera bitkisinin anti-inflamatuar, antioksidan, anti-kanser,
hepatoprotektif, noroprotektif etkileri oldugu belirtilmektedir. Bu ¢alismada, Moringa oleifera
ekstresinin valproik asit verilen siganlarda deri iizerine olas1 koruyucu etkisinin arastirilmasi
amaclandi.

Gereg ve Yontem: Disi Sprague Dawley siganlari; kontrol, kontrol + moringa, valproik asit ve
valproik asit + moringa olmak iizere dort gruba ayrildi. On altinci giinde ag birakilan siganlar
anestezi altinda sakrifiye edildi. Deri 6rnekleri alinarak %0,9 g’lik NaCl ile homojenize edildi
ve deney giiniine kadar -78 °C’de saklandi. Hazirlanan deri homojenatlarinda gesitli
biyokimyasal antioksidan ve oksidan parametreler tayin edildi. Ayrica tiim 6rneklere sodyum
dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi uygulandi.

Bulgular: Valproik asit verilen gruplarda, glutatyon, total antioksidan kapasite ve bor degerleri
kontrol grubu siganlarina gore anlamli olarak azalirken; lipit peroksidasyonu, glutatyon-S-
transferaz, siyalik asit, nitrik oksit, doku faktorii ve total oksidan kapasite degerleri kontrol
grubu sicanlarina gore anlamli olarak artti. Total protein, siiperoksit dismutaz ve katalaz
degerlerinde ise anlamli degisme saptanmadi. Moringa oleifera ekstresinin verilmesi valproik
asidin neden oldugu degisen biyokimyasal parametreleri olumlu yonde etkiledi. Elektroforez
ile elde edilen protein bantlarinin yogunlugu agisindan gruplar arasinda ¢ok 6nemli farklar
bulunmadi.

Sonuc: Moringa oleifera ekstresi ilaglarin ve antiepileptik ilaglarin dermatolojik yan etkilerinin
onlenmesine ve cilt saglig1 igin yeni terapotik ilaglarin gelistirilmesine katkida bulunabilir.
Anahtar Sozciikler: Moringa oleifera ekstresi, valproik asit, deri, antioksidan-oksidan

parametreler, elektroforez.



2. SUMMARY

Title of Thesis : Investigation of the Effect of Moringa Oleifera Extract on the Skin of Rats
Given Valproic Acid

Student’'s Name, Surname: Giilsiim Elik

Supervisor Name: Prof. Dr. Aysen YARAT

Program Name: Nutrition and Biochemistry

Objective: The main function of the skin is to protect the body from external factors, to

maintain water balance, to synthesize vitamin D and to remove various waste materials from
the body. Some drugs used for therapeutic purposes adversely affect the structure and functions
of the skin. Valproic acid is one of these drugs. It is stated that Moringa oleifera plant has anti-
inflammatory, antioxidant, anti-cancer, hepatoprotective, neuroprotective effects. In this study,
it was aimed to investigate the possible protective effect of Moringa oleifera extract on the skin
in rats given valproic acid.

Materials and Methods: Sprague Dawley female rats were divided into four groups as control
group, control + moringa group, valproic acid group and valproic acid + moringa group. On the
16™ day, fasted rats were sacrificed under anesthesia. Skin samples were taken, homogenized
with 0.9% NaCl and stored at -78 °C until the day of the experiment. Various biochemical
antioxidant and oxidant parameters were determined in the skin homogenates. In addition,
sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis was applied to all samples.
Results: While glutathione, total antioxidant capacity and boron values were significantly
decreased in the valproic acid-treated groups compared to the control group rats; lipid
peroxidation, glutathione-S-transferase, sialic acid, nitric oxide, tissue factor and total oxidant
capacity values increased significantly compared to control group rats. There was no significant
change in total protein, superoxide dismutase and catalase values. Administration of Moringa
oleifera extract positively affected the changes in the biochemical parameters caused by
valproic acid. There were no significant differences between the groups in terms of the intensity
of the protein bands obtained by electrophoresis.

Conclusion: Moringa oleifera extract may contribute to the prevention of dermatological side
effects of drugs and antiepileptic drugs and to the development of new therapeutic drugs for
skin health.

Keywords: Moringa oleifera extract, valproic acid, skin, antioxidant-oxidant parameters,

electephoresis.



3. GIRIS VE AMAC

Deri, 3 tabakadan olugmaktadir. En alttaki tabaka hipodermis (subkutis), ortadaki tabaka
dermis (corium) ve en iisteki tabaka epidermistir (Tuncel ve ark., 2006). Subkutis tabakasi
gevsek bag dokusundan olusmasi sebebiyle derinin serbest olarak hareket etmesini saglar. Bu
tabakada deri alt1 kaslari, sinirler, deriyi besleyen ana damarlar ve yag dokusu bulunur. Dermis
damar ve sinirlerce zengin tabakadir. Dermisin birincil islevi, epidermise besin ve mekanik
destek saglamaktir (Daly, 1982). Dermisteki yag bezleri salgilariyla deri yiizeyini yaglayarak
viicut yiizeyini bakteri ve mantarlardan koruyucu bir bariyer olusturur. Epidermis cildin en dis
kisminda bulunmasi sebebiyle, fiziksel, kimyasal ve biyolojik etmenlere yonelik ilk 6nemli

engeli olusturur (Tuncel ve ark., 2006).

Valproik asit/valproat (VPA) veya diger ismiyle 2-n-propilpentanoik asit, valerik asitten elde
edilen dall1 kisa zincirli bir yag asididir. VPA, epilepsi ve ¢esitli ndbet tiirlerinin tedavisinde
sikca kullanilan genis spektrumlu antikonviilzan ilaglardandir. VPAepilepsi hastaliginda
kullaniminin yani1 sira migren, manik-depresif hastaliklar, anksiyete ve diger psikiyatrik duygu
durum bozukluklarinda da oldukga etkilidir (Ghodke-Puranik ve ark., 2013). Genellikle iyi
tolere edilen bir ilag olmasina ragmen bir¢ok yan etkisinin oldugu anlasilmistir (Dreifuss ve
Langer, 1988; Kostrouchova ve ark., 2007). VPA’nin klinik yan etkileri hazimsizlik, kilo
alma, disfori, yorgunluk, bas donmesi, uyusukluk, sa¢ dokiilmesi, bas agrisi, bulanti, kusma,
sedasyon ve tremordur. Deri reaksiyonlari, antiepileptik ilaglarin yaygin bir yan etkisidir.
VPA’nim dermatolojik olumsuz etkilerinde; istenmeyen killanma denilen hirsutizm, saglarda
dokiilmeler, uzama ve renk degisimleri, nadir olarak cilt dokiintiileri goriilebilir (Kayis ve ark.,
2020). Stevens-Johnson sendromu ve toksik epidermal nekroliz deriyi olumsuz etkileyen,
ender goriilen ama yasami zora sokan akut allerjik hastaliklardir. VPA ile bir bagska
antiepileptik ila¢ olan lamotrijinin birlikte kullaniminin belirtilen bu riskleri arttirdigini
gosteren olgular mevcuttur (Oflaz ve ark., 2011; Oner ve ark., 2012; Ozcan ve ark., 2015a).
Ayrica arastirmalarda VPA’nin uzun siireli kullanimina bagli olarak mukokutanéz bir
iltihaplanma olan Liken planus’un goriildiigii bir olgu da mevcuttur (Simsek, 2019). VPA’ nin
bir diger dermatolojik yan etkisi de tirnak anomalileridir. Onikomadezis tirnagin yatagindan
diismesi veya ¢ikmasi anlamina gelmektedir. VPA’nin olumsuz etkisinin nadiren ¢ocukluk
caginda onikomadezis sebebi olabilecegini gosteren bir olgu da mevcuttur (Icagasioglu ve
ark., 2011).



Moringa oleifera (M. oleifera), 13 agag ve ¢ali tiiriinden olusan Moringaceae familyasinin en
cok bilinen cinsidir. Hindistan'a 6zgii, kurakliga ve dona dayaniklilik 6zelligi nedeniyle diinya
capinda da yetistirilen, geleneksel bitki tibbinda yaygin olarak kullanilan 6nemli bir bitkidir
(Dhakad ve ark., 2019). Moringa tiirleri tipta, gidada, kozmetikte ve yag iiretiminde genis bir
kullanim alanina sahiptir. Toplumda ciddi hastaliklar1 iyilestirmesi ve birgok rahatsizliga iyi
gelmesi sebebiyle “Mucize aga¢” olarak da isimlendirilmektedir (Razis ve ark., 2014). M.
oleifera; igerdigi alkaloidler, flavonoidler, karotenoidler, tanenler, antrakinonlar,
antosiyaninler ve proantosiyanidinler gibi fitokimyasallar sayesinde iyilestirici 6zelliklere
sahiptir (Goyal ve ark., 2007). M. oleiferanin belirli kisimlar1 bir¢ok farmakolojik aktivite
gosterir: anti-kanser (Parvathy ve Umamaheshwari, 2007); antioksidan (Moyo ve ark., 2012b);
anti-inflamatuar (Cheenpracha ve ark., 2010); immiinomodiilator (Sudha ve ark., 2010);
mantar onleyici (Chuang ve ark., 2007); antibakteriyel (Moyo ve ark., 2012a), antidiyabetik
(Jaiswal ve ark., 2009) ve hepatoprotektif (Buraimoh ve ark., 2011).

M. oleifera yapraklar1 protein, kalsiyum, potasyum, ¢inko, magnezyum, demir, bakir,
polifenoller, beta-karoten, C ve E vitaminleri bakimindan zengin olup iyi bir dogal antioksidan
kaynagidir (Gopalakrishnan ve ark., 2016; Leone ve ark., 2016). M. oleifera yapraklarinin
geleneksel olarak yara iyilestirmesinde kullanildigi bilinmektedir. Ayrica bunu bilimsel olarak
destekleyen bircok g¢alisma mevcuttur. Bu calismalarin bazilarinda M. oleifera'min yara
tyilestirme aktivitesini destekledigini, insan fibroblast hiicrelerinde poliferasyon ve
migrasyonu sagladigini  ve antioksidan savunma sistemlerini  giliglendirerek cilt
keratinositlerini oksidatif stres hasarina kars1 korudugu belirlenmistir (Hukkeri ve ark., 2006;
Gothai ve ark., 2016; Zhou ve ark., 2018). Uzun zamandan beri M. oleifera’nin yapraklart,
kokleri ve diger kisimlari; cilt enfeksiyonu, yiizeysel akneler ve cesitli deri hastaliklar
tedavisinde kullanilan ilaglarin yapiminda kullanilmaktadir. (Islam ve ark., 2005). Bitkinin
tohumlarindan ¢ikarilan yag, sa¢ ve viicut i¢in nemlendirici 6zelllikte olup cilt bakimi i¢in

kozmetik bir tiriindiir (Paliwal ve ark., 2011).

Gida ve ilaglarda yaygin olarak kullanilan Moringa yapraginin ve diger triinlerinin
dermatolojik olarak terapdtik etkisini gosteren klinik deneylere ihtiyag vardir. Bu g¢alismada,
M. oleifera % 70’lik etanollu yaprak ekstresinin VPA verilen si¢anlarda deri dokusu iizerine
olas1 koruyucu etkisi arastirilmistir. Calismamiz bu agidan orijinal bir calismadir. Siganlardan

alinmis derilerden hazirlanan homojenatlarda gesitli biyokimyasal parametreler incelenmistir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Deri ve Yapisi

Deri; viicudu distan giysi gibi saran, ¢evre ve organizma arasindaki iletisimi saglayan bunun
yaninda organizmanin su kaybii ve sicaklik dengesini ayarlayan énemli bir organdir. Deri,
organizma agirliginin yaklasik %10’unu olusturmaktadir (Giingor ve ark., 2011). Bu da hacim
ve agirlik bakimindan viicudumuzdaki organlarin en biiyiigli olmasini saglar. Deride temasi,
agriy1 ve 1s1y1 algilayan reseptorler, kil kokleri, yag ve ter bezleri bulunur. Bireye, bulundugu
viicut kismina gore renk ve kalinliginin degiskenlik sergiledigi karmasik bir organdir. Derinin
yapisi yiizeyden derine dogru 3 tabakadan olugmaktadir: En dis tabaka epidermis, ortadaki
tabaka dermis (corium) ve en i¢ tabaka hipodermis (subkutis) olarak adlandirilmaktadir (Sekil

1).
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Sekil 1. insan derisinin tabakalar1 ve igerdigi yapilar (Zeybek ve ark., 2015’ten degistirilerek kullanilmistir).

4.1.1. Epidermis

Epidermis; cildin en dis kismidir ve dermis tabakasinin {izerinde yer alir. Dis ¢evre ile viicut
i¢inin baglantisinin, derinin epidermis tabakasi araciligiyla olmasi sebebiyle, fiziksel, kimyasal
ve biyolojik etkilere yonelik ilk 6nemli bariyer epidermis tarafindan saglanir. Epidermis,
patojenlere ve diger yabanci cisimlere girisi engeller, viicudu ultraviyole (UV) radyasyonunun
neden oldugu DNA hasarindan korur ve suyu tutar (Dehdashtian ve ark., 2018). Epidermis

katmani kokenini ektodermden almistir. Epidermisin keratinlesmis olan ¢ok katli yassi epitel
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hiicreleri dermis tabakasina yakin kisimlarinda canliyken, iist kisimlara dogru ¢ikildiginda, bu
hiicreler farkli sekil ve 6zellikler alip giderek canliliklarin yitirirler. Bu yiizden epidermisin en
iist kismi canliliklarin1 tamamen yitirmis hiicrelerden olusmustur. Epidermis tabakasinda kan

damar1 bulunmaz, bu nedenle epidermis hiicreleri diffiizyonla beslenir.

Epidermis tabakasinin keratinosit farklilasma durumuna bagli olarak dort kismi vardir (Sekil
2). Memeli epidermisi en i¢ten en disa dogru stratum bazale, stratum spinozum, stratum
graniilozum, ve stratum korneum olmak iizere 4 ana tabakadan olusur (Du ve ark., 2018). Bir
de viicudun bazi 6zel kisimlarinda stratum lusidum ad1 verilen ve stratum korneumun hemen

altinda saydam bir tabaka daha bulunur.
Epidermis

Stratum korneum

Stratum luzidum

Stratum granilozum

Stratum spinozum

Stratum bazale

Dermiz

Sekil 2. Epidermisin tabakalar1 (https://europepmc.org/books/NBK470464/figure/article-
21212.image.f3/?report=objectonly Erisim tarihi: Ekim 2022)

4.1.1.1. Stratum (Str.) bazale (Str. germinativum)

Bazal tabaka veya diger adiyla hiicre iireten tabaka epidermisin en derin tabakasidir ve
epidermis hiicrelerinin mitotik boliinmesinden sorumludur. Bu tabaka dermisi epidermisten
ayiran bazal membran ile dogrudan temas halinde olup tek sirali kiiboidal hiicrelerden olusur.
Bu tabakada bulunan hiicrelerin siirekli olarak cogalmasi sayesinde epidermis yiizeyinde
dokiilen 6l hiicrelerin yerine yenileri gelmektedir. Hiicrelerin bazal tabakadan cildin yiizeyine
gecmesi genellikle 6-8 hafta siirer (Dizakar ve Saribas., 2022). Bu tabakada; daha iist
katmanlardaki hiicrelere gore daha 6kromatik ¢ekirdege sahip keratinosit hiicreleri, modifiye
keratinositlere benzeyen Merkel hiicreleri ve melanin iireterek deriye 6zgii renkler olusturan

melanosit hiicreleri bulunmaktadir (Yousef ve ark, 2022).


https://europepmc.org/books/NBK470464/figure/article-21212.image.f3/?report=objectonly
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4.1.1.2. Str. spinozum

Str. spinozum ya da diger adiyla dikensi tabaka, hiicrelere karakteristik dikenli bir gériiniim
veren dezmozomlar ve keratin filamentleri nedeniyle bu ismi almistir. Str. spinozumun dikenli
gorliiniimii, keratinositlerini  birbirine baglayan dezmozomlarin yaptigi ¢ikintilardan
kaynaklanmaktadir. Dezmozom adindaki bu yapilar sayesinde hiicreler birbirine baglanip
kenetlenerek aralarindaki baglar1 giiclendirirler. Langerhans hiicreleri de g¢ogunlukla bu
katmandadir. Langerhans hiicreleri veya dendritik hiicreler, derinin ilk hat savunucularidir ve
antijen sunumunda 6nemli bir rol oynarlar. Bu sayede deri immiinolojik savunmada rol alan

Oonemli bir organ gorevi goriir (Giider, 2021).

4.1.1.3. Str. graniilozum

Str. graniilozum tabakasi keratinizasyon siirecine katkida bulunan graniiller icerir. Tabakada
hiicre zarlar1 kalinlagan yaklasik ii¢ ila bes sira dizimine sahip hiicreler, fazla miktarda fibroz
bir protein olan keratin ve graniillii bir goriintii olusturan keratohiyalin iiretirler. Bu graniillii
tabakada, epitel hiicreleri 6lmeye baslar. Hiicreler arast bosluk, hiicrelerin lipitten zengin salgi
iiriinii tarafindan kapatilir ve epidermal gegirgenlik bariyerini olusturur. Bu 6li hiicreler str.
korneum, str. lusidum gibi epidermis katmanlarini veya sag, tirnak gibi deri eklerini olustururlar
(Ozcan, 2017).

4.1.1.4. Str. lusidum

Str. lusidumda (saydam tabaka), keratohiyalin graniillii hiicreler sayesinde keratinlesme baglar.
Bu tabakayi olusturan Keratinositler 6lii ve basik hiicreler olup kalin deriyi meydana getirir. Bu
sayede su kaybi engelenir. Ayrica bu tabakada bulunan hiirelerde eleidin bulunmasindan
kaynakli saydamsi bir goriintii vardir. Epidermisin ekstra bu katmani sadece, viicudun en kalin

derisine sahip yerleri olarak bilinen avug igleri ve ayak tabanlarinda bulunur (Giider, 2021).

4.1.1.5. Str. korneum

Str. korneum, boynuzsu tabaka ya da kornifiye tabaka yassilasmis ve canliligini kaybetmis olan
hiicre kalintilarindan olusur. Derinin ve viicudun en dis kisminda bulunan bu yapi,
keratinositlerin tiim organellerini ve g¢ekirdeklerini aniden kaybettigi epidermisin en kalin
katmanidir. Bu kisimdaki hiicreler arasi siki baglantilar sayesinde viicutta su tutulumu
saglanmis olur. Boynuzsu tabakanin iist yiizeyi siirtiinme, ¢arpma yaslanma gibi ¢ok gesitli
etkenler nedeniyle siirekli olarak dokiiliir. Bu tabaka i¢inde 6lii keratinositler, ilk bagisiklik
savunmamizin bir pargast olan defensinleri salgilar. Defensinler bakterileri fagosite etmeye

yardimci olan proteinlerdir. Viicudun bir¢ok yerinde genelde ince olan deri, el ayasi ve ayak



taban1 gibi yerlerde boynuzsu tabakanin ¢ok kalinlasmasi nedeniyle kalinlasir (Yousef ve ark.,
2022).

4.1.2. Epidermis hiicreleri

Epidermis katmaninda dort farkli hiicre tipi bulunmaktadir. En yaygin olarak bulunani ise

keratin iireten keratinositlerdir (Sekil 3).
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Sekil 3. Epidermisin yapisindaki elemanlar
(https://www.hakanbuzoglu.com/images/dermatoloji/deri_yapisi_ve deri_rengi/deri-ve-derinin-yapisi/deri-
07.jpg degistirilerek kullanilmustir. Erigim tarihi: Ocak 2022)

4.1.2.1. Keratinositler

Keratinositler, epidermisteki hiicrelerin sayica en fazlasi olan ektodermal (dis hiicre tabakasi)
kokenli hiicrelerdir. Epidermisin epitelyal hiicrelerinden farklilagmislardir. Str. bazaldaki
keratinosit hiicreleri daha {ist katmanlardaki hiicrelere gore daha Okromatik c¢ekirdege
sahiptirler. Bu hiicreler, boliintip yukar1 dogru go¢ ederken Str. korneum tabakasina gelinceye
kadar sitoplazmalarindaki organellerini ve g¢ekirdeklerini kaybederler, bunun yaninda hiicre
zarlar1 gittikce incelir. Son katmana gelindiginde ise Str. korneum tabakasinda bulunan asit
fosfotazlar nedeniyle ylizeyden kepek seklinde disart atilirlar. Bu hiicreler sayesinde deri
keratin tireterek viicudun dig yiizeyinde koruyucu bir tabaka olusturmus olur. Epidermisin bu
hidrofobik proteinlerle dolu olan kurumus hiicreleri, viicuttan su kaybini ve viicuda
mikroorganizma girisini engeller. Keratin, bir¢ok kat1 kimyasal maddenin deri katmanlarina
gecisini Onleyen bir bariyer gorevi goriir. Su, zayif asit, bazlar ve bu ¢oziiclilerde ¢6ziinen
maddeler keratin engelini asamaz. Keratinositler cilt enfeksiyonu ve yaralanma gibi durumlarda
bagisiklik sisteminde dnemli gorevleri olan sitokinleri (tiimdr nekroz faktor alfa, interlokinler,

gama interferon) sentezlemeye baslar (Kazanci, 2012). Keratinositler ayrica, D vitamini
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olusturmak i¢in kolesterol onciillerinin UVB 15181 ile aktivasyonu yoluyla kalsiyum emilimini

diizenler (Yousef ve ark., 2022).

4.1.2.2. Melanositler

Epidermisin Str. bazale tabakasinda, kil folikiillerinde ve dermiste bulunan uzantili hiicrelerdir.
Melanin pigmenti sentezleyerek deriyi UV 1sinlarindan korur ve deri ve saga karakteristik
rengini verir. Melanin, tirozinin tirozinaz enzimi tarafindan DOPA'ya doniistiiriilmesi sirasinda
tiretilir. Melanin daha sonra melanositlerden komsu epidermal hiicrelere geger (Yousef ve ark.,
2022). Bu hiicrelerin govdeleri stratum bazalede yer alirken gévdeden ¢ikan dendrit benzeri
uzantilar sayesinde stratum spinozuma kadar yayilis gosterebilirler. Bu sebeple melanositler
dendritik hiicreler olarak kabul edilirler. Melanin ayrica kozmetik goriiniim, detoksifikasyon
ve 1siktan korunma igin insan derisinde 6nemli rol oynar (Hearing, 2011). Melaninin D vitamini
tiretiminde de etkisi bulunmaktadir. Agik tenli olanlarda melanin miktar1 az oldugundan dolayi
giinesin UVB 1511 daha fazla etki gostermektedirAyrica fiziksel muayenede derinin rengi,

patolojik bir durumun varligini géstermede yardimeci olabilir (Baran, 2018).

4.1.2.3. Lengarhans hiicreleri

Daha ¢ok epidermisin Str. spinozum tabakasinda bulunan yildiz hiicre seklindeki bu hiicreler
epidermal hiicrelerin yaklasik %2-8’ini olugturur. Langerhans hiicreleri (antijen sunan dendritik
hiicreler) kemik iligi monositlerinden tiirer ve derideki mononiikleer fagosit sistemini temsil
eder.Lengarhans hiicreleri derinin makrofaj immiin hiicreleri olup bagisiklik sisteminde gorev
alirlar. Viicudun en biiyiik immiin organinda bulunan bu hiicrelerin bagisikliga direngli yabanci
maddeleri (antijenleri) yakalayip lenf bezlerine gotiirerek bu antijenleri immiin sisteme
ilettikleri varsayilmaktadir. Bu sayede lenfositlerin aktive ederek immiin yanitin olugmasini
saglarlar. Dendritik hiicreler olarak da adlandirilan bu hiicreler derinin immiin organ gorevi

gormesinde rol oynarlar (Arda ve ark., 2014).

4.1.2.4. Merkel hiicreleri

Epidermisin en alt tabakasinda gomiilii haldeki dendritik olmayan sayica az keratinositik
hiicrelerdir. Sayica ¢ok oldugu yerler kalin derinin oldugu el i¢i ve ayak alt1 kisimlari ile yiiksek
duyu 6zellikleri olan parmak uglaridir. Bir Merkel hiicresi loblu bir ¢ekirdege ve karakteristik
graniillere sahiptir; cevresindeki keratinositlere dezmozomlarla baglanmis olup Str. bazale
tabakasina gomiiliidiir; norofilament protein yerine diisiik molekiiler agirlikli keratinden olusan
ara filamentler igerir. Epidermiste noroendokrin fonksiyonuna sahiptir. Hissetme olayinda

gorev alir. Sinir sonlanmalar ile iliskidirler (Ozcan, 2017).



4.1.2.5. Dezmozomlar
Hiicreler arasi yapismay1 saglayan, epidermise yapisal biitiinliik ve mekanik gii¢ saglayan,
kalsiyum bagimli hiicre yiizeysel degismelerdir. Epidermisin alt katmanlar1 olan bazal ve

spinozum tabakalarmin keratinositleri birbirlerine dezmozomlar vasitasiyla baglanirlar

(Kazanci, 2012) (Sekil 3).

4.1.3. Bazal membran

Epidermis ve dermisi fiziksel olarak birbirinden ayiran ve epidermisin baglandigi hiicre disi
matriks bilesenlerinden olusan yapiya bazal membran denir (Sekil 4). Bazal membran epitel
hiicrelerinin bag dokuya yapismalarini saglar; hiicre ylizey reseptorleri ile ekstraselliiler matriks
proteinlerinin etkilesimini saglayarak hiicresel organizasyon ve farklilasmada rol alir ve
permeabilite bariyeri fonksiyonu goriir (Kaya, 2008).

Dermal - epidermal birlesme yeri

Hemidesmozomlar

Keratin ara filamentler

Baglayc fibril

Sekil 4. Bazal membranin transmisyon elektron mikroskobu altindaki goriintiisii (Lai-Cheong ve McGrath, 2013’
ten degistirilerek kullanilmusgtir.)

4.1.4. Dermis

Dermis (Corium, Kutis), epidermis ile yakindan baglantili ve hemen altinda bulunan 6zel
yapilar igeren sert bir destekleyici bag dokusu matriksi olarak tanimlanir (Gawkrodger ve ark.,
2016). Epidermis ve hipodermisi destekleyen bu tabaka fibroz ve elastik dokudan olusmasi
nedeniyle deriye esneklik ve dayaniklilik saglar. Dermis, mezenkimal hiicrelerin
farklilasmasiyla olusan fibroblast hiicrelerinden meydana gelmistir. Fibroblast hiicreleri
viicuda saglamlik ve elastikiyet 6zelligi kazandiran kollajen, elastin ve yapisal proteoglikanlar

gibi proteinlerin sentezlenmesinden sorumludurlar. Ayrica makrofaj, mastosit gibi bagisiklik
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sistemin hiicrelerini igermektedir (Claire ve ark., 2015). Derinin beslenmesi i¢in gerekli besin
bilesenlerinin taginmasi, artiklarin atilimi ve viicut 1s1 dengesinin ayarlanmasi i¢in yeterli kan
akimina ihtiyag vardir (Bediz-Olger ve Goniil, 2002). Bunun i¢in bu tabakada ¢ok sayida kan
ve lenf damar aglar1 bulunmaktadir. Ayrica sinir sonlanmalari, kil ve kdokleri, ter ve yag
bezlerini ihtiva eder. Dermis ve epidermis girintili ¢ikintili bir sekilde kesin sinirla
birbirlerinden ayrilmiglardir (Kazanci, 2012). Papilla adi verilen bu dallanmis yapilar deri
ylizeyine girinti ve ¢ikintilar olarak yansir (Sekil 6). Papillalarin diizeni genetige baglidir. Bu

da kisiye 0zgii olan parmak izlerinin olusum sebebidir.
Dermis tabakasi papiller tabaka ve retikiiler tabaka olmak iizere iki katmana ayrilir.

4.1.4.1. Papiller (yiizeyel) tabaka

Ustte bulunan bu tabaka kollajen ile elastin liflerinin bulunmasi sebebiyle gevsek bir bag
dokusuna sahiptir. Parmak benzeri papilla denen c¢ikintilar bu tabakada yer almaktadir.
Fibroblastlar, az miktarda adiposit (yag hiicresi), bol miktarda kii¢iik kan damarlar1 ve sinir
lifleri papiller tabaka iginde yer alir. Ayrica fagosit denilen savunma hiicrelerine ve lenfatik
kilcal damarlarina ev sahipligi yapar. Baz1 dermal papillalar Meissner cisimcigi adi verilen
dokunma reseptorlerini icerir (Kazanci, 2012). Derideki tliysiiz yerlerde baglica parmak
uglarinda ve dudaklarda sayica fazladirlar. Dermal papillalarda bulunan ve yine reseptor gorevi
goren cesitli cisimcikler bulunur. Bunlar sogugu algilamaya yarayan Krause, sicag algilmaya
yarayan Ruffini, basin¢g duyusunu algilamaya yarayan Pacini reseptorleridir. Bu cisimcikler
reseptOr olarak 6zellesmis olup epidermisteki ¢evresel etkilere karsi cevap verme yeteneginde

gorev alirlar (Sekil 5).

Merkel
cisimcigi

Krause
g cisimcigi
= Bazal lamina

Serbest
sinir uclari

Meissner
cisimcigi

Ruffini cisimcigi Kil kéku Pacini cisimcigi

Derinin kisimlari, (a) epidermis, (b) dermis

Sekil 5. Deride bulunan reseptorler  (https://www.bilgial.com/wp-content/uploads/2019/09/Derinin-
k%C4%B1s%C4%B1mlar%C4%B1-a-epidermis-b-dermis.png Erisim tarihi: Ocak 2023)

11


http://www.bilgial.com/wp-content/uploads/2019/09/Derinin-
http://www.bilgial.com/wp-content/uploads/2019/09/Derinin-

4.1.4.2. Retikiiler (derin) tabaka

Papiller tabakayla kiyaslandiginda daha kalin, hiicre ve yagdan zengin yogun bir tabakadir
(Yousef ve ark., 2022). Papiller tabakanin altinda bulunan retikiiler tabakada kollajen lif
demetleri ve genis elastik lif demetleri bulunur. Dermisteki bu elastik yapilar derinin
esnekliginden sorumludurlar. Fiberlerin birbirine sikica gegerek daha yogun bir lif 6rgiisiine

sahip olmasindan 6tiirii retikiiler tabaka agsi bir goriintii olusturur (Sekil 6).

Sekil 6. Dermisin yapisi (Papiller dermis: ince gevsek kollajen seritler, Retikiiler dermis: kalin ve yogun kollajen
seritler. Marks ve Miller, 2017 s:6’dan degistirilerek kullanilmistir.)

4.1.5. Dermisin yapisal elemanlari

4.15.1. Kollajen

Dermisin temel yapisal proteini kollajen olup derinin yaklasik %70-80’nini olusturur (Kazanci,
2012). Kollajenler; deriye esneklik saglayan, derinin gerilmesinden ve desteklenmesinden
sorumlu asil yapilardir. Ek olarak, kollajen su baglayict 6zelligi sayesinde derinin nemli

tutulmasini saglar.

4.1.5.2. Elastik lifler

Elastik lifler, fibroblastlar tarafindan deride, tendonlarda ve bazi organlarda sentezlenir. Deriye
elastikiyet ve hareket etme yetenegi saglayip yirtilmalara karsi koruyan yapisal proteinlerdir.
Hormonal faktorler, yetersiz ve dengesiz besin alimi, stresli yasam, c¢evre kirliligi, sigara ve
alkol kullanim1 veya yaslanma gibi durumlarda deride esnekligi saglayan yapilarin sayisinda

azalma ve deri katman kalinliginda incelmeler goriiliir (Yetkin ve ark., 2009).

4.1.5.3. Glikoz amino glikanlar (GAG);
Deride ¢ok sayida bulunan GAG’lar kollajen ve elastinle beraber derinin fiziksel gériintimiini

belirler (Kazanci, 2012). GAG’lar uzun zincirli, dallanmayan, tekrarlayan disakkarit
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birimlerinden olusmus polisakkaritlerdir. Bulundugu ortama su c¢ekme o6zelligi sayesinde
derinin hidrasyonunu saglar ve yumusak tutar. Hiyaluronik asit, dermatan siilfat, heparan siilfat

gibi GAG’lar deride yogun miktarda su tutar.

4.1.6. Hipodermis

Hipodermis veya subkutan fasya olarak da adlandirilan bu katman derinin en derin tabakasidir.
Kil folikilleri gibi bazi deri ekleriyle birlikte duyusal noronlar, kan damarlart ve yag
hiicrelerinden (adiposit) olusur (Yousef ve ark., 2022). Hipodermis viicut yaginin en fazla
depolandig1 kisim olup, mekanik bir yastik benzeri gorev gorerek carpma ve vurmalara karsi
deriyi korur. Ayrica bu subkutan yaglar viicut sicakligin1 dengeleyerek termal bir bariyer de

olusturur.

4.1.7. Deri ekleri

4.1.7.1. Kil folikiilleri

Killar, kil folikii ve bu folikiillerdeki hiicrelerin boliinerek deri disina uzandigi kil adi verilen
iki kistmdan olusur. Kilin yapisina katilan melanin pigmenti kil/sa¢ rengini olustururken, diiz
kaslar killarin diklesmesini saglar. Yaslanmayla beraber saclarda bulunan melaninin sayica
azalmasi sa¢ renginin griye donmesine, kil folikiillerinin sayica azalmasi ve boyca kisalmasi;
kilin yapisinin incelmesine ve biiylimesinin yavaglamasina sebep olur (Kazanci, 2012). Saclar,
kemik iliginden sonra viicutta en hizli biiyiiyen ikinci dokudur (Shapiro, 2007). Saglar, giinde
ortalama 0,35 mm uzayan, durmaksizin olusturulup dokiilen cansiz yapilardir (Aksoy, 2014).
Dolayisiyla siirekli iiretim halinde olan bu foliikiillerin kalori, protein, mineral ve vitamin
yoniinden yeterli beslenmesi gerekmektedir. Sa¢ biiylime kalitesi ve miktari, bireyin diyetiyle
yakindan iliskilidir (Aksoy, 2014).

4.1.7.2. Yag bezleri

Yag bezleri, ellerin i¢ kism1 ve ayaklarin tabanlar1 disinda viicudun hemen her bdlgesinde
yaygin olarak bulunmaktadir (Sekil 7). Bu yag bezleri sebum (yag) salgilayan sebosit hiicreleri
ihtiva eder. Salgilanan bu yag sayesinde viicut yilizeyi bakteri, mantar gibi
mikroorganizmalardan korunmus olur. Ayrica kil folikiillerinden de geliserek meydana gelen
yag bezleri iirettikleri yag ile killarin yaglanmasini saglayarak derinin kurumasini 6nler. Bu
bezlerin salgi ve islevleri yasa, cinsiyet hormonlarina ve sicakliga bagli olarak

degisebilmektedir.
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4.1.7.3. Ter bezleri
Ter bezlerinin ekrin (kiiciik ter bezleri) ve apoekrin (biiyiik ter bezleri) olarak iki tipi vardir

(Sekil 7).

Ekrin ter bezlerinde iiretilen terin buharlagmasi sayesinde viicut 1sisinin diisiiriilmesisaglanir
ve viicut 1s1s1 dengede tutulur. Kulak zari, dudaklarin kenari, tirnak yatagi, meme basi, dis
genital organlar gibi viicut bolgeleri hari¢ diger tiim viicut bolgelerinde yaygin olarak
bulunurlar. Ayrica el ayasi ve ayak tabanindaki derinin kendine has 6zellikleri bulunmaktadir.
Yasam boyu kalic1 derin ¢izgilenmelere sahiptirler ve bu bolgelerde kil ve yag bezleri

bulunmazken bol miktarda ter bezleri bulunmaktadir.

Apokrin ter bezleri stres ve heyecana bagli olarak salgilar iiretir. Kendine 6zel kokuya sahip
olup koltuk alt1, genital bolge, meme ucu, aniis ¢evresi, gobek cevresi gibi viicudun belli
bolgelerinde bulunurlar. Ergenlik cagina gecisle beraber hormonlarin etkisiyle aktiflesirler
(Kalkan, 2018). Apokrin bezler, kil koklerini ve deriyi yaglayan sebase bezlerine yakin olup

salgilarini deri ylizeyine ayn1 kanallardan atarlar.

Kl
Sebum ve apokrin
bezin, kilin ortak |

Ekrin ter bezi
poru

Ekrin ter bezi
kanah

Kil follikulu

Apokrin ter bezi

Sekil 7. Deride bulunan ter bezleri (Kalkan, 2018°den degistirilerek kullanilmistir).

4.1.7.4. Tirnak

Tirnak, sert keratin katmanindan meydana gelen epitelyal bir yapidir. Tirnak sayesinde parmak
uclart korunur. Deri ylizeyinden disartya uzanirlar, tutma ve tutunmada viicuda yardimci
olurlar. Tirnak plagini olusturan 6zel bir grup keratinositlerden olusan tirnak matriksi;
keratinize hiicrelerden (onikositler) olusan dikdortgen bir digbiikey bir plaka olan tirnak plagi;
tirnak plaginin dayandig: tirnak yatagi; tirnak plagi kenarlarindaki proksimal ve lateral tirnak
kivrimlari tirnak tinitesini olusturur (Giider, 2021).
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4.1.8. Derinin damarlari

Deride, kan damar ag1 ve lenf damar ag1 olmak iizere toplam iki ¢esit damar agi vardir. Cilde
kan temini, iki pleksusun bir diizenlemesidir, ilki dermisin papiller ve retikiiler tabakalari

arasinda, ikincisi ise dermis ve deri alt1 dokular1 arasindadir (Yousef ve ark, 2022).

Kan damarlar1 epidermis tabakasi hari¢ diger tiim tabakalarda bolca bulunur. Derinin
beslenmesinden sorumludurlar. Kan damarlarinin; metabolizma olaylar1 sirasinda olusan gesitli
atiklarin uzaklastirilmasinda ve viicut 1sisinin diizenlenmesinde yasamsal onemleri vardir.
Yenidogan derisi, kendi metabolizmasini desteklemek amaciyla gereksiniminden yaklasik 20
kat daha fazla sayida kan damar1 bulundurmaktadir (Kazanci, 2012). Kan dolasimi sempatik

sinir sistemi kontroliindedir.

Lenf damarlari, genislemis 6lii uclu keseler gibi dermal papillalardan kaynaklanir. (Arda ve
ark., 2014).

4.1.9. Derinin sinirleri

Deri, yapisinda bulundurdugu zengin sinirler sayesinde organizma i¢in ¢ok degerli bir duyu
organi gorevi goriir. Deride somatik ve otonom olmak tizere iki sinir ¢esidi bulunur. Somatik
duyu sistemi, Merkel diskleri, Pacinian cisimcikleri, Meissner cisimcikleri ve Ruffini
cisimcikleri dahil olmak tlizere 6zel kutanoz reseptorler/u¢ organlar tarafindan algilanan agr
(nosiseptorler), sicaklik, hafif dokunma, ayirt edici dokunma, titresim, basing gibi duyulardan
ve propriyosepsiyondan sorumludur. Otonom sinirler ise damar tonusunun kontroliinden, kil
kokiinde pilomotor stimiilasyondan ve terlemeden sorumludur (Yousef ve ark., 2022). Dermis
ve epidermisteki sinir lifleri, ¢ogunlukla serbest uglu olup 6zellesmemislerdir. Serbest sinir

uclar1 en 6nemli duyu reseptorleridir (Marks ve Miller, 2017).

4.1.10. Derinin kaslari

Derinin diiz kas1 olan erektor pili kasi, soguk havalarda killarindiklesmesine yardimci olur ve
bdylece soguga kars1 korunmak i¢in sicak havayi cildin yakininda hapseder (Zaidi ve Lanigan,
2010). Kaslar kasildiginda, kil kokiinii disart dogru ¢ekerek kilin diklesmesini saglar, ayni

zamanda yag bezlerini sikistirarak igeriginin salgilanmasina neden olur (Yousef ve ark., 2022).

4.1.11. Derinin fonksiyonu

Deri; dokunma, soguk, sicak, basing, agri, yanma, karincalanma, gidiklanma, uyusma ve kasinti
gibi gevreden gelen degisik tiirdeki etkileri algiladigi igin duyusal fonksiyona sahiptir. Viicudu;
mikroorganizma ve mantar gibi enfeksiyonlardan; darbe, ¢arpma ve siirtiinme gibi mekanik

etkilerden; 1s1, 151k ve kimyasallarin zararli etkilerinden korur. Viicut sicakliginin korunmasi ve
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su giris ¢ikis dengesinin saglanmasi derinin gorevleri arasindadir. Salgiladig1 ter ve yaglar

araciligryla bircok farkli atigin viicuttan atilmasini saglayarak bosaltim sistemine yardimeci olur.

Deri ayrica steroit yapili bir hormon olan D vitaminin sentez edildigi organdir. Insan derisinin
tiim katmanlarinda bulunan 7-dehidrokolesteroliin (~295-320 nanometre dalga boyundaki UVB
15181 altinda D3’e fotokimyasal ve termal doniisiimiiyle sentezlenmekte olup, D3’ilin enzimatik
olmayan termal izomerizasyonu ile hizla aktif D3 (kolekalsiferol) sentezlenmektedir
(Biiyiikdere ve Akyol Mutlu, 2019). Saglik i¢in gerekli olan D vitamini; kas, kemik yapisinin
ve bagisiklik sisteminin gliclenmesine destek verir, kalsiyum ve fosforun ince bagirsaklardan
emilimini saglar ve paratiroit ve insiilin metabolizmasinin diizenlenmesinde rol oynar (Baran,

2018).

Ozetle deri; proteinler, lipitler, hormonlar gibi ¢cogu yapisal makromolekiillerin sentezi ve
salgilanmasinda gorev alan, viicudun yasamsal fonksiyonlarini diizenleyen kompleks hayati bir

organdir.

4.2. Valproik Asit

Valproik asit (VPA, veya 2-n-propilpentanoik asit), valerik asitten elde edilen dalli kisa zincirli
bir yag asididir. VPA, 1978’ de ABD Gida ve Ilag Idaresi (FDA) tarafindan absans nébetlerinin
tedavisi i¢in onay verilen bir antiepileptik ilactir (Browne, 1980). Epilepsi, beyinde bulunan
noronlarin ani ve kontrolsiiz bosalmalar1 ve bunu takiben hastada istemsiz kasilmalarin, duyu
ve biling degisikliklerinin goriildiigii kronik bir hastaliktir. VPA oncelikle epilepsi hastaligi
tedavisinde kullaniminin yani sira migren, manik-depresif hastaliklar, anksiyete ve diger
psikiyatrik duygu durum bozukluklarinda da oldukg¢a etkilidir (Ghodke-Puranik ve ark., 2013).
VPA giinlimiizde tedavide yaygin olarak kullanilmaktadir.

4.2.1. VPA’nin kimyasal yapisi

VPA, berrak ve renksiz yapiya sahip, dogal olarak olusup valerik asidin bir tiirevi olan sekiz
karbonlu dalli ve kisa zincirli bir yag asididir (Sekil 8). VPA ilk olarak 1882’de Burton
tarafindan sentezlendi (Burton, 1882). Suya kiyasla organik ¢oziiclilerde cok daha iyi ¢ozlinir.

(Saygt, 2008).
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Sekil 8. Valerik asit ve valproik asidin kimyasal yapisi (Adewole ve ark., 2021°den degistirilerek kullanilmistir).

Sodyum valproat, VPA’nin sodyum tuzudur (Sekil 9). Sodyum valproat, sekiz karbonlu bir yag
asidi olan dipropilasetattan olusur. Yapisal olarak beynin major inhibitdr nérotransmitteri olan
GABA (y aminobiitirik asit)’ya benzer (Acar, 2013). Antiepileptik ilaglarin aktif sekli valproat

iyonudur.

CHS_ CHZ_ CH2

Sekil 9. Sodyum valproatin molekiil formiilii (Acar, 2013’ten degistirilerek kullanilmistir).

4.2.2. VPA’nin etki mekanizmalari

VPA'nin etki mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. VPA, inositol ve arasidonat
metabolizmasina benzer sekilde rol alan Wnt/Beta-Catenin ve ERK yollar1 ve protein kinaz C
sinyal yollar1 dahil olmak {izere bir¢ok sinyal sistemlerini etkiler (Lee ve ark., 2012). Valproat
kullanimi, hiicre sagkalimi, transkripsiyon diizenlemesi, iyon homeostazi, sinyal iletimi ve
hiicre iskeleti modifikasyonlarinda yer alan ¢oklu genlerin ekspresyonunda rol oynar. Hem ani
biyokimyasal etki hem de uzun vadeli etki olarak genomik etkiler, valproik asidin yukarida

ifade edilen li¢ endikasyonun tedavisinde altta yatan etkisini agiklayabilir (Lee ve ark., 2012).

VPA, farmakolojik etkilerini merkezi sinir sistemindeki (MSS) GABA seviyelerini
degistirerek, voltaj kapili iyon kanallarin1 bloke ederek ve histon deasetilazi inhibe ederek
birkag¢ sekilde gosterir (Rahman ve Nguyen, 2022). VPA’nin bu 3 farkli etki mekanizmasina

yakindan bakacak olursak;
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1. Beyindeki GABA seviyelerini arttirma:
GABAerjik inhibitér aktivitenin bozulmast konviilsiyonlara yol agtigindan, bu
metabolik yolun kontrolii antiepileptik ilaglarin hedefi olmustur (Ghodke-Puranik ve
ark., 2013). VPA'nin antikonviilsan o0zelligi, beyindeki GABAkonsantrasyonlari
tizerindeki etkisinden kaynaklanmaktadir (Mishra ve ark., 2022). GABA, trikarboksilik
asit (TCA) dongiisii yoluyla a-ketoglutarattan sentezlenir ve siiksinat semialdehide
metabolize edilir ve ardindan sirasityla GABA transaminaz ve siiksinat semialdehit
dehidrojenaz tarafindan siiksinata metabolize edilir.Onceki ¢alismalar VPA nin GABA
transaminazi ve siliksinat semialdehit dehidrogenazi inhibe ederek GABA

konsantrasyonunu arttirdigini géstermistir (Rahman ve Nguyen, 2022) (Sekil 10).

a- ketoglutarat memssssms) Siiksinil CoA
l - ketoglutarat
dehidrojenaz
GABA
‘ GABA transaminazy

Siiksinat semialdehit . Valproik
Siksinat semialdehit = asit
dehidrojenaz

Sliksinat

Sekil 10. VPA’nin GABA ile ilgili etki mekanizmasi. VPA, GABA metabolizmasinin iki katabolik enzimini
inhibe eder, boylece MSS'deki GABA seviyesini arttirir (Rahman ve Nguyen, 2022)

2. Voltaj kapili iyon kanallarim: bloke etme:
VPA ayrica voltaj kapili sodyum, potasyum ve kalsiyum kanal blokaj1 ile ndronlarin
yiiksek frekansli ateslemesini azaltarak antiepileptik etkiler gosterir (Rahman ve
Nguyen, 2022). VPA'nin sodyumun ndronlara gegisini azaltarak glutamat salinimini
azalttif1 ve eksitator noronlarin inhibe olmasmi sagladigi; GABA'nin salinimim
arttirarak, geri alimini azaltarak ve/veya yikimini yavaglatarak inhibitor etkiyi arttirdigi

bilinmektedir (Apa ve ark., 2018).

3. Histon deasetilaz (HDAC) inhibitorii gorevi:
VPA, cesitli proteinlerdeki asetil gruplarinin ¢ikarilmasi reaksiyonunu katalizleyen

HDAC'leri hedefler ve organizma iginde ¢ok c¢esitli islevleri diizenler. Bu enzimlerin
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eksikligi, kanser ve norodejeneratif hastaliklar gibi cesitli hastaliklarin gelisimi ve
ilerlemesi ile iligkilidir (Sixto-Lopez ve ark., 2020). Son zamanlarda, VPA’nin 6zellikle
histon deasetilaz 1'in (HDACI) olmak tizere diger HDAC enzimlerinin bir inhibitori
oldugu anlasilmistir (Rahman ve Nguyen, 2022) (Sekil 11). HDAC inhibisyonu,
apoptozu ve antitiimor eylemi diizenleyen genlerin ekspresyonunu potansiyel olarak
artirtr (Ghodke-Puranik ve ark., 2013). Cok sayida in vitro ve in vivo klinik 6ncesi
calisma, VPA’nin ¢oklu sinyal yollarim1 modiile ederek kanser hiicresi ¢ogalmasini
onemli Ol¢iide engelledigini gostermektedir (Wawruszak ve ark., 2021). Ayrica
HDACT’in, enfekte hiicrelerde HIV'in korunmasinda rol oynadigi gosterilmistir
(Chateauvieux ve ark., 2010) .

, = %
S f %
Y (o-ketogiuraret.) GOT Valproik asit (VPA) < > oy

000N : HDACY

HDAC1
! ‘ b MIQOR
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\_ CoA TCA
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Dongusii / \ '
% m AML genlerinin ifadesi
sucL p “
ABAT ] ‘
@ < \ Apoptoz ve antitimar |
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|§ 3 :
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Sekil 11. Valproik asidin HDAC inhibitori gérevindeki etki mekanizmasi (GOT: glutamat-oksaloasetat
transaminaz; GABA: gamma-aminobiitirik asit; ABAT: 4-aminobiitirat aminotransferaz; ALDHA1: aldehit
dehidrojenaz 1; SUCL.: siiksinat-CoA ligaz; OGDH: oksoglutarat dehidrojenaz; HDAC: histon deasetilaz.)

(Ghodke-Puranik ve ark., 2013 degistirilerek kullanilmistir.)

VPA uygulanmasi, daha yogun bir inflamatuar reaksiyona, azalan anjiyogenez ve kollajen

birikimine, 6zellikle tip I kollajene yol agabilir (Biondo-Simdes ve ark., 2022).

4.2.3. VPA’nin farmakokinetigi

Terapide kullanilan VPA’nin surup, fitil, tablet veya lokal enjeksiyon gibi birgok formu
mevcuttur. Farkli formiilasyonlar, molekiiliin biyoyararlanimmi ve absorpsiyon orani

etkileyebilir (Chateauvieux, 2010). VPA, sodyum valproat ve divalproeks sodyum en ¢ok oral
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yoldan verilir. VPA, yemeklerden belirgin bir sekilde etkilenmez bu yiizden ilacin her
formunun emilimi tama yakindir (>%90) (Aslan Kara ve Bozdemir, 2019) (Tablo 1). VPA,
basta albumin olmak iizere plazma proteinlerine %90 oraninda baglanmakta ve beyin omurilik
stvistna %60 oraninda gegmektedir (Cimen, 2018). VPA’nin klirensi 6-20
mL/kg/saattir(Ornoy ve ark., 2020).

Tablo 1. Yetiskinlerde VPA nin farmakokinetik parametreleri ve serum referans araliklari (Patsalos ve
ark., 2008’den degistirilerek kullanilmigtir.)

-

Oral biyoyararlanim (%) >90

Serum protein baglanmast (%) 904

En yiiksek konsantrasyona ulagma siiresi 36 bin
(saat)

Kararli duruma gelme siiresi  (giin) 2-4
Etkilesimli ilaglarm yoklugunda yar1 11-20

Omiir (saat)

Enzim indiikleyicileri kullanan hastalarda 6-12

yarilanma Omrii (saat)

Referans aralig1 (mg/L) 50-100
Doniistim faktorii (F) (umol/L =F x 6,93
mg/L)

Not: 2 serum proteinlerine bagl fraksiyon, artan ilag konsantrasyonu ile azalir, ® bu degerler, etkilesen yardimci
ilaclarim yoklugunda yar1 dmiir degerlerine dayanmaktadir.

4.2.4. VPA’nin metabolizmasi

VPA karacigerde kimyasal degisimlere ugramakta ve cok miktarda metaboliti meydana
gelmektedir (Dogdu, 2013) (Sekil 12). Sadece kiiciik bir kismi idrarla atilir. Sitokrom P450 de

oksidasyonu (1), mitokondride beta oksidasyonu (2) ve karaciger mikrozomlarinda
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glukuronidasyon (Uridin 5'-difosfo-glukuronil-transferaz aracili yol) (3) ile metabolize edilir
(Ornoy ve ark., 2020).

5-OH-VPA 4-OH-VPA
4-en-VPA « 4-keto-VPA
PGA 3-en-VPA
w- oksidasyonu w,- oksidasyonu
Valproik asit
2-en-VPA B- oksidasyonu » )
3-OH-VPA - Glukuronid
3-keto-VPA
Mitokondri Sitozol

Sekil 12. Valproik asit metabolizmasinin tiriinleri (Cimen, 2018)’den degistirilerek kullanilmustir.

4.2.5. VPA’nin klinik kullanim

VPA'nin terapdtik potansiyeli, 1962'de Carraz ve arkadaslarinin VPA'yr deneysel
antikonviilsanlar i¢in bir ¢oziicii olarak kullandiklar1 ve VPA'nin kendisinin antikonviilsan
aktiviteye sahip oldugunu fark ettikleri zaman tesadiifen kesfedildi (Meunier ve ark., 1963).
VPA, yetiskin popiilasyonda konviilsiyonlar1 (ndbetleri), migrenleri ve bipolar bozukluklari
tedavi etmek icin yaygin olarak kullanilan antikonviilsif ve duygu durumu diizenleyici bir
ilagtir. Valproik asit, ¢coklu hedefleri ve kabul edilebilir giivenlik profili nedeniyle pediatrik
epilepsi i¢in yaygin olarak kullanilan bir tedavidir (Rahman ve Nguyen, 2022). VPA, 50 yili
askin bir siiredir duygu durum bozukluklarinda, gesitli epileptik nobet tiplerinde monoterapi ya

da kombine tedavi seklinde basariyla kullanilmaktadir.

4.2.6. VPA’nin kontrendikasyonlari

VPA ile 21'1 major, 344'i orta ve 22'si mindr derece etkilesime girentoplam 387 ilag

bulunmaktadir (http://www.drugs.com/). Bunun yani sira 8 hastalik etkilesimi (depresyon,

karaciger hastaligi, ilire dongiisii bozukluklari, intihar egilimi, HIV/CMV (Sitomegaloviriis),

trombositopeni, tiroit fonksiyon testleri, idrar keton testi) ve 1 alkol/gida etkilesimi vardir.

4.2.7. VPA’nin deri uizerine etkileri

Farmakolojik agidan nemli bir¢ok ilacin hiicre membranindan gecis durumu farklidir. Tlaglarm
deride bekleme siiresi deri proteinlerine baglanma kapasitesine, derinin farkli tabakalarina
dagilmasina ve hangi tabakalarda depolandigina bagl olarak degiskenlik gosterir (Bediz-Olger
ve Goniil, 2002). Derinin gegirgenligi fiziksel, kimyasal ve patolojik (hastalik durumu)
faktorlerin varliginda artabilir (Nuriyev, 2009).
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VPA genellikle iyi tolere edilen bir ilagtir ve nispeten giivenli oldugu kanitlansa da
dermatolojik olarak yan etkileri oldugu anlasilmistir (Dreifuss ve Langer, 1988; Kostrouchova
ve ark., 2007) (Tablo 2). VPA’nin diger klinik yan etkileri hazimsizlik, kilo alma, disfori,
yorgunluk, bas donmesi, uyusukluk, sa¢ dokiilmesi, bas agrisi, bulanti, kusma, sedasyon ve

tremordur.

Tablo 2. VPA’nin dermatolojik yan etkileri (Kaynak: http://www.drugs.com/ Erigim tarihi: Subat
2023)

VPA’nin Dermatolojik Yan Etkileri

Cok yaygin (%10 veya daha fazla) Alopesi
Yaygin (%1 ila %10) Diskoid  lupus eritematozus, cilt
kurulugu, ekimoz, fronkiiloz,

makiilopapiiler dokiintii, petesi, kasinti,
dokiintii, sebore

Yaygin olmayan (%0,1 ila %1) Anormal sa¢ dokusu, anormal sag
bliyiimesi, sa¢ rengi degisiklikleri,
terleme

Seyrek (%0,01 ila %0,1) Eozinofili ve sistemik semptomlar

(DRESS) sendromu, Stevens-Johnson
sendromu (SJS), toksik epidermal
nekroliz (TEN), eritema multiforme ile
ilag dokiintiisii

Cok seyrek (%0,01'den az) Akne, hirsutizm

Bildirilmeyen siklik Anjiyoddem, yaygmn kasinti, 1518a
duyarhilik

[lag satis sonrasi raporlar Tirnak ve tirnak yatagi bozukluklar

Deri reaksiyonlari, antiepileptik ilaglarin yaygin bir yan etkisidir. VPA’nin dermatolojik
olumsuz etkilerinde; istenmeyen killanma denilen hirsutizm, saglarda dokiilmeler (alopesi),
uzama ve renk degisimleri, nadir olarak cilt dokiintiileri goriilebilir (Kayis ve ark., 2020). Voltaj
kapil1 Na+ kanallarina etki eden ¢ogu ilag, tedaviye yiiksek dozda baslanirsa deri dokiintiisii
olusturabilir, ancak mekanizma tam anlasilmamistir (Alarcén ve Valentin, 2012). Saclarda
dokiilmeler ve degisimler genellikle devam eden tedaviye ragmen diizelir uygulanan dozun
azaltilmasi da yardimci olabilir (Dreifuss ve Langer, 1988). Alopesi doza bagli degildir ve ¢inko

ve selenyum igeren vitaminlerle tedavi edilerek onlenebilir (Chateauvieux ve ark., 2010).
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Steven-Johnson Sendromu (SJS) ve Toksik Epidermal Nekroliz (TEN) deriyi olumsuz
etkileyen, ender goriilen ama yasami zora sokan akut allerjik hastaliklardir (Sekil 13). VPA ile
bir bagska antiepileptik ila¢c olan lamotrijinin birlikte kullaniminin belirtilen bu riskleri
arttirdigin1 gdsteren olgular meveuttur (Oflaz ve ark., 2011; Oner ve ark., 2012; Ozcan veark.,
2015a). Arastirmalarda VPA’nin uzun siireli kullanimina bagli olarak mukokutandz bir
iltihaplanma olan Liken planus’un goriildiigii bir olgu da mevcuttur (Simsek, 2019). Ayrica
VPA birkag ilaca bagli lupus eritematozus (DILE) vakas ile iliskilendirilmistir (Papadopoulou
ve ark., 2022). Chakiri ve arkadaslariin yaptigi ¢caligmada lamotrijin-VPA kombinasyonu ile
tedavi edilen ¢ocuklarda ciddi deri ilag¢ reaksiyonlariin ortaya ¢iktigr bildirilmektedir. TEN,
eritroderma, DRESS (Drug reaction with eosinophilia and systemic symptoms) sendromu ile
birlikte deri dokiintiisii, akut jeneralize ekzantematdz piistiiloz ve ilaca bagli vaskiilit, ciddi
morbidite ve hatta mortaliteye sahip olabilen yaygin kutandz ilag reaksiyonlaridir ve
antiepileptikler suc¢lanan ilaglar arasindadir (Chakiri ve ark., 2022). Saglik c¢alisanlarinin,
hastaya zarar verdigi i¢in insidansi diisiik olmasina ragmen, VPA kullanimin1 takiben SJS veya
diger kutandz reaksiyonlarin izlenmesinin 6neminin farkinda olmalar1 6nemlidir (Rashid ve
ark., 2019). VPA’nin bir diger dermatolojik yan etkisi de tirnak anomalileridir. Onikomadezis
tirnagin yatagindan diismesi veya ¢ikmasi anlamina gelmektedir. VPA’nin olumsuz etkisinin
nadiren ¢ocukluk ¢aginda onikomadezis sebebi olabilecegini gosteren bir olgu da mevcuttur
(Icagasioglu ve ark., 2011) (Sekil 13). VPA’nin giiniimiizde halen en etkili antiepileptik
ilaclardan biri olmasmin nedeni diger ilaglara gore nispeten iyi tolere edilebilmesi,
farmakokinetik profili, yan etkileri ve toksisitesi iyi belgelenmis bir ila¢ olmasindan

kaynaklanmaktadir.

Sekil 13. Stevens-Johnson sendromu (SJS) (1) ve Onikomadezis (2)
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4.3. Moringa oleifera

Moringa oleifera Lamarck (M. oleifera Lam.) hemen her parcasinin ayri1 bir degeri olmasindan
oOtiirii cogunlukla ticari olarak yetistirilen hizli biiyiiyen ve kurakliga dayanikli orta biiytikliikte
bir agag tiirtidiir (Sekil 14). M. oleifera, Moringaceae familyasinin en ¢ok yetistirilen ve bilinen
tiirtidiir. Yaygin olarak moringa, baget agaci (uzun ve ince tohum kabuklari i¢in), yaban turpu
agaci (kokleri yaban turpu andiran tadi i¢in), ben yagi agaci (behenik asit agisindan zengindir)
Ve mucize agaci (tibbi dzellikleri i¢in) gibi ¢esitli isimlerle bilinir (Anzano ve ark., 2021). Halk
arasinda mucize aga¢ olarak adlandirilan bu bitkinin tibbi degeri ¢ok énemlidir. Bu bitkinin
yapraklari, kokleri, tohumlari, kabuklari, meyveleri, ¢igekleri ve olgunlasmamis kabuklar1 gibi
cesitli kisimlari, kalp ve dolasim uyarici, ates diisiiriicii, timor 6nleyici, iltihap onleyici, epilepsi
Onleyici, idrar soktiiriicli, iilser Onleyici, spazm Onleyici, tansiyon disiiriicii, kolesterol
diisiiriicti, antidiyabetik, antioksidan, antibakteriyel, hepatoprotektif ve antifungal aktivitelere
sahiptir ve 6zellikle Giiney Asya'da geleneksel tip sisteminde farkli rahatsizliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir (Bose ve Kumar, 2022).

Sekil 14. M. oleifera agaci (Bose ve Kumar, 2022’den degistirilerek alinmigtir.)

4.3.1. M. oleifera’min taksonomik ve botanik 6zellikleri

M. oleifera, Moringaceae familyasina, Capparidales takimina, Magnoleopsida sinifina aittir
(Milla ve ark., 2021). M. oleifera, sicakligin 25-35 °C civarinda oldugu diinyanin herhangi bir
tropikal ve subtropikal bolgesinde yetistirilebilir (Gopalakrishnan ve ark., 2016). Giibreleme
olmadan da yetistirilip verim alinir (Okumus ve Soltanbeigi, 2021). Moringa sicaklig1 ve 15181
sever, kurakliga ve ¢orakliga dayaniklidir, su basmasini onler ve hafif diisiik sicakliklara ve
40°C’nin iizerindeki sicakliklara tolerans gosterebilir (Furong ve ark., 2020). iklim tolerans1 ve
giiclii stres direnci sebebiyle farkli ekolojik kosullara adaptasyon saglayan bir agagtir. Buna

ragmen daha ¢ok tropikal ve subtropikal bolgeler olan Asya, Afrika ve Giliney Amerika’da
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yaygin olarak yetismektedir. Kokeni kuzey Hindistan’da Himalaya daglarinin giiney eteginde
yer almaktadir. Bu yiizden yillardir Hint geleneksel tibbinda kullanilmaktadir.

M. oleifera, sarkik dallar1 olan ince, yaklasik 10 m boyunda biiyiiyen kisa, narin, yaprak déken,
cok yillik bir agactir; dallar ve gévde kirilgan, mantarimsi kabukludur (Anzano ve ark., 2021).
Tohumlar, koyu kahverenginde yaklasik 1 cm ¢apinda kiiresel yapidadir (Mersin ve Saltan
Iscan, 2022). Cigekler ¢ogunlukla beyaz ila krem rengi olup birkag ¢esidinde hafif pembemsi
renkleriyle goze ¢arpar (Sekil 15). Bununla birlikte, ¢icekler kokulu ve 2,5 cm genisligindedir
ve 10-25 cm boyundaki yardimci salkimlarda ¢oke¢a ¢igek acarlar (Anzano ve ark., 2021).
Yapraklar, bitkiler 1,5 ila 2,0 m biiytidiikten sonra hasat edilebilir, bu genellikle 3 ila 6 ay siirer
(Dhakar ve ark., 2011). Tim M. oleifera bitki, ¢igekleri de dahil olmak iizere yenilebilir, ancak
kok ve kabukta bulunan bazi bilesikler nedeniyle tiiketimi giivenli degildir. Bu nedenle yaprak

tiiketim agisindan en giivenli kisim olarak tanimlanmistir (Milla ve ark., 2021).

Sekil 15. M. oleifera agacinin (a), yapraklarinin (b), tohumlarinin (¢) ve ¢igeklerinin (d) goriintiileri (Anzano ve
ark., 2021)’den degistirilerek alinmistir.

4.3.2. M. oleifera’min kullanim alanlar:

M. oleifera; insan saglig1 ve beslenmesi, hayvan yemi, ¢esitli sanayi, tarim gibi daha birgok
alanda kullanilmakta olup bu bitkinin yararlanilmayan hicbir kismi yoktur (Okumus ve
Soltanbeigi, 2021). Yoksul aileler arasindaki yetersiz beslenmeyle miicadele etmek ve gida
giivensizligini azaltmak amaciyla Giiney Afrika’da ve bir¢cok gelismekte olan {ilkede moringa
agaclar dikilmistir (Dhakar ve ark., 2011). Moringadan, ham seliiloz ve protein yoniinden
zengin oldugu i¢in kaliteli bir yem kaynagi olarak da yararlanilir (Ayasan, 2015). Agag, cok
sayida fitokimyasalin benzersiz kombinasyonu sayesinde bir dizi hastalik ve rahatsizliga care

saglar (Gupta ve ark., 2018). Bir besin ve vitamin kaynag1 olarak moringa yapraklar yesillik
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olarak, salatalarda, sebze korilerinde, tursu olarak ve baharat olarak tiikketilmektedir (Dhakar ve
ark.,2011). Diyet takviyesi olarak yapraklar1 kurutulup toz halinde veya kapsiil seklinde Bati
iilkelerinde piyasada satisa sunulmaktadir (Okumus ve Soltanbeigi, 2021). Besin bilesiminin
yan1 sira, moringanin toprak verimliligini arttirdigi, tohumlarinin atik su aritiminda
faydalanabilecegi ve yapraklarinin biyogiibre liretimi i¢in bir besin maddesi olarak da

kullanilabilecegi bildirilmektedir. (Dhakar ve ark., 2011).

4.3.3. M. oleifera’nin kimyasal bilesimleri

M. oleifera agaci, yiiksek besin degerine sahiptir (Dhakar ve ark., 2011). M. oleifera
yapraklarinin kalori degeri diisliktlir ve ¢cok dengeli bir esansiyel amino asit profili ile protein

acisindan zengindir (Tablo 3).

Tablo 3. M. oleifera yapraginin besin bilesimi (Milla ve ark., 2021 kaynagindan degistirilerek alinmustir.)

Yaprak bileseni/100 g Kuru Agirhk Miktar:
Enerji (kcal) 205-295,6
Makrobesinler
Protein (%) 19-27,1
Lipitler (%) 4,7-5
Lif (%) 7,9-19,2
Karbonhidratlar (%) 27-51,7
Mineraller
Kalsiyum (mg) 1,875-2,076
Demir (mg) 27,8-38
Yag asitleri
C18:1 Oleik Asit 6,27
Digerleri
Askorbik Asit (C vit) (mg) 18,7-140
Klorofil (mg) 126,8

M. oleifera yapraklar1 protein, kalsiyum, potasyum, ¢inko, magnezyum, demir, bakir,
polifenoller, beta-karoten, C ve E vitaminleri bakimindan zengin olup iyi bir dogal antioksidan
kaynagidir (Gopalakrishnan ve ark., 2016; Leone ve ark., 2016) (Tablo 4).
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Tablo 4. M. oleifera yapraginin kimyasal bilesimi (Milla ve ark., 2021 kaynagindan degistirilerek

alinmustir).

Mineraller
(mg)

P (112.1)

Mg (10.6)

Na (224.1)

K (2071.9)

Mn (8.37)

Cu (0.95)

S (137)

Cr (<0.5)

Mo (0.75)

Ni (< 0.5)

Se (2.71)

Yag Asitleri
(%)

C16:0 (23.3)

C16:1 (0.4)

C18:0 (4.1)

C18:1 (6.27)

C18:2 (6.11)

C18:3 (56.9)

C20:0 (0.21)

C22:0 (0.70)

Esansiyel
Amino asitler

(mg)

His (700—
1357)

Thr (790
2197)

Tyr (480—
1880)

Val (1130-
2758)

Met + Cys
(140-835)

Leu (1750-
4289)

Phe (890—
2714)

Lys (1325-
1530)

Vitamin
(Birim)

A vitamini
(11,300—
23,000 UI)
C vitamini
(18.7-140
mg)
Riboflavin
(22.6 mg)

Niasin (8.86
mg)

Biyoaktif
Molekiiller

(mg)

[-karoten (6.6—
17.6)

o-tokoferol
(74.5-122.1)

Tiyamin (2.85)

Polifenoller
(2.10-12.2
mgGAE/mg)
Flavonoidler
(5.1-12.2
mg/g)
Mirisetin (5.8
mg/g)
Kuersetin
(0.21-7.6
mg/g)
Kemferol (4.6
mg/g)
Gallik Asit
(1.03-1.34)
Klorojenik Asit
(1.8-6.97
mg/g)
Glukozinalatlar
(21.84-59.50
mg/g)
Tanenler (132—
1200)
Oksalatlar
(430-1600)
Fitatlar (250-
2100)

Yapraklar yliksek diizeyde B-karoten ihtiva eder. Ayrica havug ve balkabagindan daha fazla A

vitamini; bir portakaldan daha fazla C vitamini ve siit tirlinlerinden daha fazla kalsiyum;

1spanaktan daha fazla demir ve muzdan bile daha fazla potasyum igerir (Milla ve ark., 2021).
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M. oleifera; igerdigi alkaloidler, flavonoidler, karotenoitler, tanenler, antrakinonlar,
antosiyaninler ve proantosiyanidinler gibi fitokimyasallar sayesinde iyilestirici 6zelliklere
sahiptir (Goyal ve ark., 2007).

4.3.3.1. Yag asitleri

M. olifera yapraklarinda en ¢ok sirasiyla: palmitik asit (16:0), palmitoleik asit ( 16:1), stearik
asit (18:0), oleik asit (18:1), linoleik asit (18:2), linolenik asit (18:3), arasidik asit (20:0) ve
behenik asit (22:0) gibi yag asitleri mevcuttur. Bununla birlikte, yag, fitosteroller ve

tokoferoller gibi onemli biyoaktif bilesenlere kaynak olusturur (Saa ve ark, 2019).

4.3.3.2. Flavonoidler

Moringa cinsi, yiiksek flavonoid igerigi nedeniyle yiiksek antioksidan aktiviteye sahiptir (Abd
Rani ve ark., 2018). Bitkide bulunan en yaygin flavonoidler; rutin, kuersetin (Sekil 16),
kemferol, ramnetin, apigenin ve mirisetindir (Abd Rani ve ark., 2018).

OH
HO.__~_ O . ~-OH
| *:';:L'l";][ HO. = 0. |\_///
OH © [ |
- OH
a) b) OH O

Sekil 16. Rutin (a) ve Kuersetin (b) ( https://en.wikipedia.org/)

4.3.3.3. Fenolik asitler

M. oleifera yapraklari, baslica fenolik asit bileseni olarak gallik asit (Sekil 17) tasidigi, elajik
asit, salisilik asit, 0- ve p-kumarik asit gibi daha bir¢ok kimyasal bilesigiicerdigi saptanmigtir
(Mersin ve Saltan Iscan, 2022).

HO O
HO OH
HO

Sekil 17. Gallik asit (https://en.wikipedia.org/)

4.3.3.4. Glukosinolatlar
Tiirde en bol bulunan glukosinolat, glukomoringin (GMG)(Sekil 18) olarak da bilinen
4- O- (a- L- rhamnopiranosiloksi)-benzil glukosinolattir (Abd Rani ve ark., 2018). M.
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oleifera’nin sinalbin, glukotropaeolin gibi ¢ok sayida aromatik glukosinolat tasidigi tespit

edilmistir (Mersin ve Saltan Iscan, 2022).

Sekil 18. Glukomoringin (Mersin ve Saltan Iscan, 2022)

4.3.3.5. Terpenler

Terpenler hidrokarbonlarin bir sinifidir. Terpenler, genellikle igne yaprakl bitkiler tarafindan
sentezlenen organik bilesiklerdir (Sangar ve ark., 2017). M. oleifera’nin yapraklarinin terpen
yapisinda olan lutein (Sekil 19), a- ve - amirin ve - karoten igerdigi saptanmistir (Teixeira ve
ark., 2014). Lutein, moringa yapraginda ¢ok¢a bulunan sar1 renkli organik bir renklendiricidir.

Lutein antioksidan 6zellige sahip bir karotenoit vitaminidir.

Sekil 19: Lutein (https://en.wikipedia.org/)

4.3.3.6. Alkaloidler

Alkaloidler nitrojen igerikli fitokimyasallardir (Sangar ve ark.,, 2017). M. oleifera
yapraklarindan marumosid A (Sekil 20) ve B seklinde iki yeni pirol alkaloit glikoziti
ayristirilmistir (Abd Rani ve ark., 2018).

b 00
ISRV
HO “OH NH

OH

2

Sekil 20. Marumosid A (Mersin ve Saltan Iscan, 2022)
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4.3.3.7. Steroller

M. oleifera yapraklarinda ve yaginda B-sitosterol (Sekil 21) oldugu saptanmistir (Mersin ve
Saltan Iscan, 2022). Yapraklar1 daha ¢ok lupeol bilesigini, yag: ise stigmasterol ve kamfesterol
bilesiklerini igermektedir (Abd Rani ve ark., 2018).

Sekil 21. B-sitosterol (https://en.wikipedia.org/)

Yapraklar taze olarak yenebilir, pisirilebilir veya oda sicakliginda aylarca kurutulmus toz olarak

saklanabilir (Verma ve ark., 2009).

4.3.4. M. oleifera’nin biyolojik etkileri

M. oleifera genellikle her derde deva olarak anilmakta ve 300'den fazla hastalig1 tedavi etmek
icin kullanilmaktadir. Icerigindeki fitokimyasallar sebebiyle iyi bir tibbi ajandir.
(Gopalakrishnan ve ark., 2016). M. oleifera'nin belirli kisimlar1 birgok farmakolojik aktivite
gosterir: Anti-kanser (Parvathy ve Umamaheshwari, 2007); antioksidan (Moyo ve ark.,
2012b); antiinflamatuar (Cheenpracha ve ark., 2010); immiinomodiilatér (Sudha ve ark.,
2010); antidiyabetik (Jaiswal ve ark., 2009); mantar Onleyici (Chuang ve ark., 2007);
antibakteriyel (Moyo ve ve ark., 2012a) ve hepatoprotektif (Buraimoh ve ve ark., 2011) (Sekil
22).
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Sekil 22. M. oleifera’nin ¢esitli kistmlarinin biyoaktif etkileri (Ercan ve ark., 2021°den degistirilerek kullanilmus.)
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4.3.5. M. oleifera’nin antioksidan etkisi

Moringa yaklasik 46 antioksidan icermekte olup giiclii dogal antioksidan kaynaklarindan biridir
(Dhakar ve ark., 2011).

Antioksidanlar, viicutta meydana gelen serbest radikallerin Onlenmesinde, notralize
edilmesinde ve temizlenmesinde gorev almakta, bulasict ve dejeneratif hastaliklara karsi
koruma saglamaktadir (Sreelatha ve Padma, 2009). M. oleifera yapraklarinda yiiksek oranda
bulunan flavonoidler, polifenoller ve askorbik asit gibi antioksidanlar bitkiyi farmakolojik ve

nutrasotik agidan popiiler kilmaktadir.

Sreelatha ve Padma (2009)’nin yaptiklar1 ¢alismada elde edilen veriler, M. oleifera'nin hem
olgun hem de taze yaprak 6zlerinin serbest radikallere kars1 giiglii antioksidan aktiviteye sahip
oldugunu, makro biyomolekiillerde oksidatif hasar1 6nledigini ve dnemli koruma sagladigini

gostermektedir.

Verma ve ark. (2009) yaptiklar1 ¢alisma sonucunda M. oleifera'nin yapraklarinin yiiksek
miktarda fenol i¢erdigini, yapraklarin dnemli metal selatlama 6zellikleri gosterdigini, DNA’y1

ve sican dokularini oksidatif strese kars1 korudugunu gosterdi.

Penalver ve ark. (2022) yaptiklar1 ¢alismada, M. oleifera yapraklarindaki fenolik bilesiklerin
konsantrasyonu ve sahip oldugu antioksidan aktivite sebebiyle, yapraklarin potansiyel bir
antioksidan kaynagi olarak kabul edilebilecegi gosterilmistir. Antioksidan aktivitenin, hiicre
oksidasyonuna kars1 korunmada 6nemli bir rolii oldugu i¢in 6zellikle Moringa yapraklarinda
bulunan antioksidan bilesiklerin, uzun siire UV maruziyetine bagl gelisen cilt kanserine kars1

foto koruma i¢in yararl olabilecegi belirtilmistir.

Farkl bitki kisimlarindan elde edilen farkli ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri ¢aligmalarda
rapor edilmistir (Gupta ve ark., 2018). Metanol ve aseton gibi organik ¢oziiciilerdeki yaprak
ekstraktlarinin antioksidan aktivite sergiledigi bulunmustur (Siddhuraju ve Becker, 2003;
Atawodi ve ark., 2010; Ogbunugafor ve ark., 2012; Moyo ve ark., 2012b; Vongsak ve ark.,
2013; Charoensin, 2014).

4.3.6. M. oleifera’min toksisite ¢alismalar:

M. oleifera’nin diisiik toksisite gosterdigi bildirilmistir (Mersin ve Saltan Iscan, 2022).
Awodele ve arkadaslarinin, M. oleifera yapraklarinin sulu bir ekstraktinin, 6.400 mg/kg'a kadar
oral yolla uygulanan dozlarda Wistar albino farelerde herhangi bir 6liime yol agmadigin

bildirmistir (Awodele ve ark., 2012). Bu calismada elde edilen sonuglar, M. oleifera'nin sulu
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yaprak ekstraktinin oral yolla uygulandiginda nispeten giivenli oldugunu gdstermektedir
(Awodele ve ark., 2012). Bitkinin yapraklarin Letal Doz50 (LD50) degeri; 1,585 mg/kg oldugu
belirtilmistir (Mersin ve Saltan Iscan, 2022). Kisaca yenilebilir bir bitki olan M. oleifera
bitkisinin ve konsantrasyonlarinin ¢ok az yan etkiye sebep oldugu, saglik ve beslenme alanlari

icin oldukea giivenli oldugu kabul edilmistir (Wang ve ark., 2022).

Bitkinin kok ve kabuk gibi bazi kisimlarinda baslica karaciger, bobrek, hematolojik ve diger
hastaliklarla iliskili ¢esitli toksik bilesikler buldugu bildirilmistir (Milla ve ark., 2021).
Yapraklarin igerdigi fitat, Zn ve Mg gibi iki ve ii¢ degerlikli metallerin biyoyararlanimini

azalttig1 i¢in vejeteryanlar i¢in potansiyel risk olusturabilir (Canett-Romero ve ark., 2014).

4.3.7. M. oleifera yapraklarimin dermatolojik etkileri

Cilt sagliginda diyetle alinan makro ve mikro besin bilesenlerin rolleri olduk¢a dnemlidir. A
vitamini, epidermal keratinositlerin ve dermal fibroblastlarin proliferasyonunu modiile eder,
UV silarinin aracilik ettigi cilt hasarin1 onler. C vitamini, hiicreleri oksidatif stresten
koruyarak UV 1smlamasi ile tetiklenen serbest radikal tretimini baskilar, kutandz yara
iyilesmesini destekler. D vitamini, dogustan gelen bagisikligr gelistirir, inflamasyonu,
anjiyogenezi, yara iyilesmesini modiile eder. E vitamini, lipit peroksidasyonunu baskilar ve
antiinflamatuar roller sergiler. Cinko, fotohasardan korur, antimikrobiyal aktivite sergiler.
Bakir bir antioksidan gdrevi goriir, kolajen olgunlagsmasini uyarir, melanin sentezini modiile
eder. (Park, 2015). M. oleifera bitkisi i¢erdigi zengin ve ¢esitli besin bilesenleri sayesinde cilt

sagligi i¢in 1y1 bir diyet kaynagidir.

Ayrica M. oleifera yapraklarmim geleneksel olarak yara iyilestirmesinde kullanildigt
bilinmektedir. Bunu bilimsel olarak destekleyen c¢alismalar mevcuttur. Bu ¢alismalarin
bazilarinda M. oleifera'nin yara iyilestirme aktivitesini destekledigini, insan fibroblast
hiicrelerinde poliferasyon ve migrasyonu sagladigin1 ve antioksidan savunma sistemlerini
giiclendirerek cilt keratinositlerini oksidatif stres hasarina karsi korudugu belirlenmistir
(Hukkeri ve ark., 2006; Gothai ve ark., 2016; Zhou ve ark., 2018). Uzun zamandan beri M.
oleifera, cilt enfeksiyonu, yiizeysel akneler ve cesitli deri hastaliklart tedavisinde

kullanilmaktadir (Islam ve ark., 2005).

Son yillarda gida ve ilag sektoriinde sentetik kaynaklarin yenilenebilir olmamas1 ve zararl
etkileri nedeniyle dogal kaynaklarin kullanilmasina biiyiik 6nem verilmektedir (Gupta ve ark.,
2018). Giliniimiizde kronik hastaliklarin getirdigi sikintilar ve ekolojik yonelimler dogal
yontemlere ve fitoterapiye ilgiyi arttirmistir (Sancar ve ark., 2017). Moringa oleifera Lam.

farmasatikler ve notrasotikler i¢in mitkemmel kaynaktir (Gupta ve ark., 2018). Gida ve ilaglarda
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yaygin olarak kullanilan moringa yapraginin ve diger iiriinlerinin dermatolojik olarak terapotik
etkisini gosteren klinik deneylere ihtiya¢ vardir, bu ¢aligmalarin yapilmasi literatiire katki

saglayacaktir.

Bu ¢alismada, M. oleifera % 70’lik etanollu yaprak ekstresinin VPA verilen siganlarda deri
dokusu tizerine olasi koruyucu etkisi arastirilmistir. Siganlardan alinan derilerden hazirlanan

homojenatlarda cesitli biyokimyasal parametreler incelenmistir.
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5. GEREC VE YONTEM

5.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismamizda kullandigimiz kimyasal maddeler analitik saflikta olup, Merck, Sigma-Aldrich

ve Fluka firmalarindan temin edilmistir.

5.2. Kullanilan Arac¢ ve Gerecler

Tablo 5. Kullanilan cihazlar ve markalari

Spektrofotometre RAY LEIGH UV 1800

Santrifiij HERAEUS-SEPATECH LABOFUGE 200
Santrifiij NUVE NF 200

Mikro santrifiij HEIDOLPH

Vorteks JANKE & KUNKEL, IKA LABOR CHNIK
Manyetik karistiricilar JANKE & KUNKEL, IKA RH BASIC 2
Etiiv NUVE EN 500

Su banyosu (37° C) BOEHRINGER - MANNHEIM

Su banyosu (100° C) NUVE, BT 400

Elektronik terazi SHIMADZU AUX 220

Distile-deiyonize su cihazlari PURELAB OPTION - Q

Otomatik pipetler GILSON

pH metre 710 A pH/ISE METER

Buz yapma makinasi KING

Buzdolab1 ARCELIK

Homojenizator JANKE & KUNKEL ULTRA TURRAXT 25

5.3. Kullanilan Deney Hayvanlari

Bu c¢alisgma Marmara Universitesi Hayvan Etik kurulu onayr (Karar No: 77.2021mar
12.10.2021 tarihli) alinarak yapildi. Calismamizda 250-300 gr agirhiginda disi Sprague Dawley
sicanlar kullanildi. Deney siiresince 20 °C 42, 12 saat aydinlik/12 saat karanlik ortami

ayarlanmis laboratuar kosullarinda yasayan sicanlar 4 gruba ayrildi.

5.4. Deney Hayvanlarmin Beslenmesi

Tim deney gruplariin beslenmeleri oral yolla gerceklestirildi. Hayvanlar siirekli kafeslerinde

tutuldular. Deney siiresi boyunca beslenme su ihtiyaglari giinliik olarak karsilandig kontrollii
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laboratuvar sartlarinda muhafaza edildiler. Su ihtiyaclar1 taze ¢esme suyundan karsilandi.
Beslenmeleri igin Istanbul Cobangesme Yem Sanayi Fabrikalarinda iiretilen ve igerigi asagida

belirtilen normal pellet tipi sigan yemi kullanildi.

% 24 protein, % 7 seliiloz, % 8 ham kiil, % 2 HCI’de ¢6ziinmeyen kiil, % 1- 2,8 kalsiyum, %
0, 9 fosfor, % 0,5 - 0,7 sodyum, % 1 sodyum kloriir, % 0,6 metiyonin ve % 1 lizin igeren standart
sigan yemi ve igme suyu ad libitum olarak verilmistir. Sagladigi metabolik enerji: 2650 kcal/kg

5.5. Yaprak Ekstrelerinin Hazirlanisi

Taze yapraklar, toz haline getirilmeden 6nce golgede kurutuldu. Toz haline getirilen moringa
yapraklari, kagit zarflar i¢cinde paketlenip, nem absorbisyonu ile kontaminasyondan kaginmak
icin polietilen posetlerde saklandi. %70’lik etanol ekstresi hazirlamak i¢in 100 g moringa
yapragi, sokslet cihazina konuldu. Uzerine 150 mL % 70’lik etil alkol ilave edildi, en az 20
sifon gergeklesene kadar refliikks edildi. Coziicii, evaporatorde uzaklastirildi. Elde edilen
kalint1 tartilip, etiketli eppendorf tiiplerine transfer edildi ve kullanima kadar -20°C’de

muhafaza edildi.

5.6. Gruplar ve Deney Protokolii

Caligmamizda her grupta 8’er hayvanin oldugu toplam 4 grup olusturuldu (Tablo 6).

Tablo 6. Deney gruplari

Deney Gruplan Hayvan sayisi
Kontrol Grubu (K) 8
VPA Grubu (V) 8
Kontrol + Moringa Grubu (KM) 8
VPA + Moringa Grubu (VM) 8
Toplam |32

5.7. Deri Homojenatinin Hazirlanmasi

% 10 g’lik deri homojenat1 hazirlamak i¢in deri 6rnekleri ayr1 ayr1 serum fizyolojik ile yikanip
temizlendi. Daha sonra bir slizge¢ kagid1 ile kurutularak tartildi ve tartim kaydedildi. Keskin

bir makas ve bistiiri yardimiyla kii¢iik pargalara ayrildi. Gerekli miktarda serum fizyolojik ile
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cam homojenizatorde doku parcasi kalmayincaya kadar homojenize edildi. Calisma sartlar
kaydedildi (homojenizasyon siiresi ve devir hizi). Her doku homojenati ayr1 ayr kiiglik
kisimlara ayrilarak eppendorf tiipleri i¢inde, gerekli bilgiler iizerlerine yazilarak, dondurucuda

calisilacagi giine kadar sakland.

Deri homojenatlarinda, total protein tayini (TP), glutatyon tayini (GSH), lipit peroksidasyonu
(LPO), siyalik asit (SA), nitrik oksit (NO), glutatyon-S-transferaz aktivitesi (GST), katalaz
aktivitesi (KAT), siiperoksit dizmutaz ( SOD), doku faktorii (DF), total oksidan kapasite
(TAK), total oksidan kapasite (TOK) ve bor degerleri tayin edildi ve ayrica protein
elektroforezi yapildi.

5.8. Deride Arastirilan Parametreler I¢in Kullamlan Tayin Yintemleri
5.8.1. Total protein tayini

Prensip: Bu metotta proteinler once alkali ortamda bakir iyonlari ile reaksiyona sokulur.
Ardindan 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)
Gerekli Cizeltiler:

A cizeltisi: %2 g’lik sodyum karbonat ¢6zeltisi (0,1N NaOH igerisinde): 0,4 g NaOH bir
miktar suda ¢oziiliir ve hacmi 100 mL'ye distile su ile tamamlanir. 2 g sodyum karbonat
hazirlanan 0,1N NaOH c¢ozeltisinde ¢oziiliir ve hacmi 100 mL'ye 0,1N NaOH c¢ozeltisi ile

tamamlanir.

Bakar siilfat gizeltisi (%1 g): 1 g bakir siilfat bir miktar distile suda ¢6ziiliir ve hacmi distile

su ile 100 mL'ye tamamlanir.

Sodyum potasyum tartarat cizeltisi (%2 g): 2 g sodyum potasyum tartarat bir miktar distile

suda ¢0ziiliir ve hacmi distile su ile 100 mL'ye tamamlanir.

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

0 cizeltisi: 50 mL A ¢ozeltisi ve 1 mL B ¢ozeltisi karistirilarak kullanilir (taze hazirlanir).

Folin gizeltisi: 100 g sodyum tungstat, 25 g sodyum molibdat.2H20, 50 mL %85 g’lik fosforik

asid, 100 mL derisik HCI ve 700 mL distile su bir cam balona konularak 10 saat geri sogutucu

altinda kaynatilir. Sogutulur. Uzerine 150 g LiSOas ilave edilip geri sogutucu altinda 15 dk daha

kaynatilir. Soguduktan sonra, 5-6 damla brom katilir. (Cozelti bozuksa renk siyahlasir, bu
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durumda ¢ozelti tekrar hazirlanir. Bozuk degilse renk sar1 yesil olur.) Cozelti distile su ile 1000

mL'ye tamamlanir ve kullanilir. Koyu renkli sisede saklanir, uzun siire dayanir.

Serum fizyolojik (%0,9 g’lik NaClI): 0,9 g NaCl bir miktar suda ¢6ziiliir ve hacmi 100 mL'ye

distile su ile tamamlanir.

Protein stok standart ¢izeltisi (%100 mg’hk albumin ¢izeltisi): 100 mg albumin biraz

serum fizyolojik de ¢oziildiikten sonra hacmi 100 mL'ye serum fizyolojik ile tamamlanir.

Protein ¢alisma standart cizeltileri: Stok ¢ozeltiden uygun hacimler alinarak %5, 10, 15 mg

albumin ihtiva edecek sekilde serum fizyolojik ile seyreltilerek hazirlanir ve kullanilir.
Deneyin Yapihisi:
%10 g’lik doku homojenati1 4000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek siipernatant alinir. 5 deney

tiipli numune (N), standart 1 (Stl), standart 2 (St2), standart 3 (St3) ve kor (K) olmak {izere

isaretlenir ve asagidaki gibi ¢aligilir.

Numune (N) Stl St2 St3 Kor (K)
%5 mg %10 mg %15 mg
Albumin | Albumin Albumin
Albumin (%100 - 25 uL 50 uL 75 uL -
mg)
Stipernatant 10 uL - - -
Serum 490 pL 475 pL 450 pL 425 pL 0,5mL
Fizyolojik
Toplam Hacim 0,5mL 0,5mL 0,5mL 0,5mL 0,5mL
Vortekste Karistirilir
C Cozeltisi | 3mL | 3mL | 3mL | 3mL 3mL
Vortekste Karistirilir ve oda sicakliginda 10 dk
bekletilir
Folin Ayiraci 0,2 mL 0,1 mL 0,1 mL 0,2 mL 0,1 mL

Tim tiipler vortekste karistirilir, oda sicakliginda 30 dk. bekletildikten sonra 500 nm’de kore

kars1 absorbanslar kaydedilir. Standart grafigi ¢izilir. Doku protein miktar1 hesaplanir.

5.8.2. Glutatyon tayini

Prensip: Elmann ayiraci, 5,5’-ditiyobis,2-nitrobenzoik asit (DTNB) ile siilfidril gruplarinin
reaksiyonu sonucu meydana gelen renkli iiriin spektrofotometrik olarak olgiiliir (Beutler,

1975).
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Gerekli Cozeltiler:

Sodyum sitrat cozeltisi (%1 g): 1 g sodyum sitrat tartilir, bir miktar distile suda ¢oziiliir daha

sonra hacmi distile su ile 100 mL'ye tamamlanir.

Elmann aymraci (%40 mg DTNB): 40 mg DTNB tartilir, bir miktar sodyum sitrat ¢ozeltisinde

(%1 g’lik) ¢oziillir ve hacmi 100 mL'ye %1g’lik sodyum sitrat ¢ozeltisi ile tamamlanir.

Proteinsizlestirme ¢izeltisi: 1,67 g metafosforik asit, 0,2 g etilen diamin tetra asetik asit
sodyum tuzu (EDTA-Na) ve 30 g sodyum kloriir ayr1 ayr1 bir miktar distile suda ¢oziiliir. Daha

sonra hepsi birlestirilerek hacim 100 mL'ye distile su ile tamamlanir.

Disodyum hidrojen fosfat ¢ozeltisi (0,3 M): 4,26 g Na2HPOa4 veya 5,34 g Na2HPO4.2H20 bir

miktar distile suda ¢6ziiliir ve hacim distile su ile 100 mL'ye tamamlanir.

Deneyin Yapihisi:

Deney tiipiine %10 g’lik 0,2 mL doku homojenati konur ve vorteks ile karistirilir. Uzerine 0,3
mL proteinsizlestirme cozeltisi ilave edilir. Vorteksle karigtirilir. 5 dk. oda sicakliginda
bekletildikten sonra 4000 rpm’de 10 dk santrifiij edilir ve siipernatant elde edilir. 2 tane deney

tiipli alinir, numune ve kor olarak isaretlenir ve asagidaki gibi ¢aligilir.

Numune Kor
Distile Su - 0,2 mL
Stipernatant 0,2 mL -
Na2HPO4 0,8 mL 0,8 mL
Elmann Ayiraci 0,1 mL 0,1 mL

Tiipler vortekste karistirildiktan sonra oda sicaklifinda 5 dk bekletilir. Kore kars1 412 nm’de
absorbanslar kaydedilir. Sonuglar seyreltme faktorii ve olusan sar1 renkli iirtiniin 412 nm’de

ekstinksiyon katsayis1 (13600/Mcm™) kullanilarak hesaplanir.

5.8.3. Lipit peroksidasyonu tayini

Prensip: LPO iiriinii olan malondialdehit (MDA) ile tiyobarbitiirik asit (TBA) reaksiyonu
sonucu olusan pembemsi rengin absorbansi spektrofotometrik olarak olgiiliir (Ledwozyw ve

ark., 1986).
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Gerekli Cozeltiler:

NaOH (1M): 4 g NaOH tartilir, bir miktar distile suda ¢6ziiliir ve distile su ile hacmi 100 mL’

ye tamamlanir.

TBA c¢ozeltisi (0,047 M): 500 mg TBA, 6 mL 1M’lik NaOH ile karigtirilarak {izerine 69 ml
distile su ilave edilir.

Triklorasetik asit (1,22 M’lhik TCA) ¢izeltisi (0,6 M HCI igerisinde): 20 mL TCA (%100 g
TCA) ile 5 mL HCI (%37 g’lik, d=1,19 g/mL’lik HCI) karistirilir. Hacim 100 mL’ ye distile

su ile tamamlanir.
n-Butanol: Orijinal sisesinden kullanilir.

Deneyin Yapilhis::

2 tane deney tlipli numune ve kor olmak iizere isaretlenerek asagidaki gibi ¢aligilir.

Numune Kor
Doku Homojenat1 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
Vortekste karistirilir ve 30 dk kaynar su banyosunda inkiibe edilir

n-Butanol 2mL 2mL

Vortekslenir, 3000 rpm’de 10 dk santrifiij edilir. Butanol faz1 alinir, 532 nm’de kore karsi
absorbanslar kaydedilir. MDA igin saptanmis ekstinksiyon kat sayis1 (1,56.10° M*cm™)

kullanilarak sonuglar hesaplanir.

5.8.4. Siiperoksit dismutaz aktivitesi tayini

Prensip: SOD’un aktivitesi, riboflavin ile duyarlandirilmis o-dianisidinin fotooksidasyon
hizin1 arttirma yetenegi olarak Slgiiliir. Riboflavinin floresans 15181 etkisiyle olusturdugu 027,
ortamdaki SOD'un etkisiyle H202’ye dontisiir. H202 o-dianisidinle reaksiyona girerek renkli
tirlin olusturur. SOD aktivitesi ne kadar fazla ise renkli iirliin olusumu da o kadar ¢ok olur.
Olusan renkli {iriiniin absorbansi spektrofotometrik olarak 460 nm'de degerlendirilir (Mylorie

ve ark., 1986).
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Gerekli ¢ozeltiler:

Fosfat tamponu (50 mM, pH 7,8): 0,697 g K2HPO4 ve 0,136 g KH2POa4 tartilir, ayr1 ayri bir
miktar distile suda ¢oziiliir, birlestirilir ve distile su ile hacmi 100 mL’ye tamamlanir. Hacim

100 mL’ye tamamlanmadan pH kontrol edilir ve pH 7,8'e ayarlanir. Buzdolabinda saklanir.

Fosfat tamponu + 0,1 mM’hik Na-EDTA: 3,7 mg Na-EDTA tartilarak bir miktar 50 mM’lik

fosfat tamponunda ¢oziiliir. Daha sonra ayni tampon ile hacmi 100 mL'ye tamamlanir.

Potasyum fosfat tamponu (10 mM, pH 7,5): 0,122 g K2HPO4 ve 0,041 g KH2POg4 tartilir,
ayrt ayr1 bir miktar distile suda ¢oziiliir, birlestirilir ve distile suyla hacmi 100 mL'ye
tamamlanir. Hacim 100 mL’ye tamamlanmadan pH kontrol edilir ve pH 7,5'e ayarlanir.

Buzdolabinda saklanir.

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

o-dianisidin (6 mM): 19 mg o-dianisidin 10 mL distile suda ¢oziiliir.
SOD (120 IU/mL) stok standardi: Liyofilize SOD standardi1 120 IU/mL olacak sekilde soguk

distile suda ¢oziiliir. Bu stok standarttan uygun hacimler alinarak deney ortaminda 3, 6, 9,12

tinite SOD olmasi saglanir.
Deneyin Yapihsi:

%10 g’lik doku homojent1 4000 rpm’de 10 dk santrifiij edilir. Daha sonra siipernatant alinarak
tam veya serum fizyolojik ile 1/10 oraninda seyreltilerek calisilir. Deney tiipleri numune,

standart ve kor olmak tizere hazirlanir.

Numune| Standart | Standart Standart | Standart| Kor
(3V) (6V) (9U) (12V)

Fosfat 26mL | 2,6mL 2,6 mL 2,6 mL 26mL | 2,6 mL
tamponu (pH
7,8)
o-dianisidin | 0,21mL | 0,2 mL 0,1 mL 0,1 mL 0,1mL | 0,1 mL
Distile su - 0,075 0,05mL | 0,025 mL - 0,1 mL

mL
Stok - 0,025 0,06mL | 0,07/5mL | 0,1 mL -
standardi mL
(120 1U/mL)
Dilue 0,1 mL - - - - -
supernatant
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Her tiipe 0,2 mL riboflavin 30 sn. ara ile konulur, karistirilir. Absorbanst 460 nm'de okunur.
Ardindan tiipler 20 W Floresans lamba bulunan kutu iginde oda sicakliginda 8 dk inkiibe edilir.
Sonra tekrar 460 nm'de absorbanlar okunarak kaydedilir. Floresans lamba 20 dk 6nce agilir ve
1sinmas1 saglanir. Standart grafigi yardimiyla yapilan seyreltmeler goz Oniine alinarak

stipernatantin SOD aktivitesi hesaplanir.

5.8.5. Katalaz aktivitesi tayini

Prensip: H202’nin H20’ya doniisiim reaksiyonunu katalaz enzimi katalizler. Bu reaksiyon 240
nm’de absorbansin azalmasi ile takip edilebilir. 1. dk’da absorbanstaki diisiis katalaz enzim
aktivitesi ile ilgilidir (Aebi, 1974).

Gerekli ¢ozeltiler:

Fosfat tamponu (50 mM, pH 7,0): a) 6,81 g KH2PO4 ve b)8,90 g Na2HPO4.2H20

tartilip ayr1 ayri bir miktar distile suda ¢oziiliir. Daha sonra hacimleri distile su ile ayr1 ayri
1000 mL’ye tamamlanir. Kullanilacagi zaman a’dan 1 hacim b’den 1,5 hacim alinarak
karistirilir (pH 7,0 olmali). Buzdolabinda saklanir. (Bakteriyal kontaminasyon olmadig siirece
fosfat tamponu stabildir, kullanilabilir).

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

Deneyin Yapihsi:

%10 gramlik doku homojent1 4000 rpm’de 10 dk santrifiij edilir. Siipernatant alinarak serum
fizyolojik ile 1/10, 1/20 veya 1/50 oraninda seyreltilerek calisilir. Slipernatant uygun olarak
seyreltildikten sonra mutlaka 5-10 dakika iginde g¢alisilmalidir. 2 adet deney tiipii kor ve

numune olarak isaretlenir, asagidaki gibi ¢aligilir.

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

Karnstirilir. 1 dk sonra absorbanslari 240 nm’de okunarak kaydedilir. Sonuglar ekstinksiyon

katsayis1 0,004 (0,00394) mM™/mm™ géz oniine alinarak hesaplanir.
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5.8.6. Glutatyon-S-transferaz aktivitesi tayini

Prensip: Bu tayin yontemi GSH ve 1-kloro-2,4-dinitro-benzenin (CDNB) konjugasyonu ile
meydana gelen Uriiniin, 340 nm’deki absorbansinin spektrofotometrik olarak 6lgiilmesi

temeline dayanir (Habig ve Jacoby, 1981).

Gerekli ¢ozeltiler:

Sodyum fosfat tamponu (0,2 M, pH=6,5): 0,534g Na;HPO4.2H20 ve 2,3 g KH2PO4 ayr1 ayr1
bir miktar distile suda ¢oziiliir. Daha sonra birbirine karistirilir ve distile su ile hacim 100 mL’ye
tamamlanir. Hacim 100 ml’ye tamamlanmadan 6nce pH kontrol edilir, pH 6,5 olacak sekilde

ayarlanir. Buzdolabinda saklanir.

Glutatyon (GSH) (60 mM): 1,84 g glutatyon bir miktar distile suda ¢oziiliir. Daha sonra hacmi

100 mL’ye tamamlanir. Taze hazirlanir.

1-klor-2,4-dinitro-benzen (CDNB) (60 mM): 1,22g CDNB tartilarak bir miktar absolii

etanolde ¢oziiliir. Daha sonra hacmi 100 mL’ye absolii etanol ile tamamlanir Taze hazirlanir.

Deneyin Yapihsi:
%10 gramlik doku homojenat1 4000 rpm’de 10 dk santrifiij edilir. Siipernatant alinarak serum
fizyolojik ile 1/300 oraninda seyreltilerek calisilir. 2 adet deney tiipii kér ve numune olarak

isaretlenir, asagidaki gibi calisilir.

Numune Kor
Dilue silipernatant 0,5mL -
Serum fizyolojik - 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 0,9 mL 0,9 mL
Toplam hacim 3mL 3mL

Karistirtlir. Karisimin 340 nm’de (25 °C) absorbanslar1 3 dakika siire (0, 1, 2, 3. dakikalarda)
ile izlenir ve kaydedilir. Absorbans artisi hesaplanir. CDNB ve GSH’1n konjugasyonu ile olusan
{iriin igin saptanmis olan ekstrinksiyon katsayis1 (9,6 mM™? x cm™) kullanilarak sonuglar

hesaplanir.
5.8.7. Siyalik asit tayini
Prensip: SA, periyodik asit ile oksidayona ugrar ve B-formilpiirivik asit olusur. Bu bilesigin

TBA ile reaksiyonu sonucu 549 nm’de maksimum absorbansi veren renkli bir bilesik olusur.
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Bu {iriin stabil degildir, bu nedenle siklohegzanon fazina ¢ekilir. Olusan rengin siddeti 549
nm’de spektrofotometrik olarak degerlendirilir (Warren, 1959).
Gerekli Cozeltiler:

H2SO4 (0,1 N): 1 L’lik balona bir miktar distile su ilave edilerek iizerine 2,71 mL derisik

stilfiirik asit konur ve hacim distile su ile 1 L’ye tamamlanir.

Sodyum metaperiyodat (0,2 M;9 M fosforik asit icerisinde): 250 mL’lik balona bir miktar
distile su ilave edilir. Uzerine 151,7 mL fosforik asit ilave edilir ve karistirilir. Karisimin
tizerine 10,695 g sodyum metaperiyodat ilave edildikten sonra karigtirilarak ¢oziinmesi
saglanir. Distile su ile hacim 250 mL’ye tamamlanir.

Sodyum siilfat (0,5 M;0,1 N H2SOq icerisinde): 100 mL’lik balon igerisine 7,1 g sodyum
stilfat bir miktar 0,1 N siilfiirik asit ile ¢oziindiikten sonra hacim bu ¢ozelti ile 100 mL’ye
tamamlanir.

Sodyum arsenit (%10 g;0,1 M siilfiirik asitte hazirlanan 0,5 M sodyum siilfat icerisinde):
10 g sodyum arsenit tartilarak bir miktar 0,5 M sodyum siilfat igerisinde ¢6ziiliir. 0,5 M sodyum

stilfat ile hacim 100 mL'ye tamamlanir.

TBA (%0,6 g; 0,1 N siilfiirik asitte hazirlanan 0,5 M sodyum siilfat icerisinde): 0,6 g TBA
tartilarak bir miktar 0,5 M sodyum siilfat igerisinde ¢6ziiliir. 0,5 M sodyum siilfat ile hacim

100 mL’ye tamamlanir (taze hazirlanir).
Siklohekzanon: Orijinal sisesinden kullanilir.
Deneyin Yapihsi:

%10 gramlik doku homojenat1 4000 rpm’de 10 dk santrifiij edilir, siipernatant alinir. 180 pL
0,1 N H2SO4 ve 20 uL siipernatant karistirilir. 1 saat 80°C'de etiivde hidroliz edilir. Elde edilen

hidrolzat numune olarak isaretlenmisbir deney tiipiine koyularak asagidaki gibi ¢aligilir.

Numune
Hidrolizat 0,2 mL
0,2 M sodyum metaperiyodat 0,1 mL
20 dakika oda sicakliginda beklenir.
%10 g Sodyum Arsenit | 1mL
Meydana gelen sar1 renk kayboluncaya kadar calkalanir.
%6 g TBA y 3mL
100 °C'lik su banyosunda 15 dakika bekletilir. Bu siire sonunda tiipler su banyosundan
alimarak buzlu su i¢inde oda 1sina sogutulur.
Siklohegzanon | 4,3 mL
Kor olarak siglohekzanon kullanilir. Organik fazin renk siddeti 549 nm de okunur.
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Vortekslenir, 10 dk 3000 rpm’de santrifiij edilir. Siklohegzanon fazi alinir, 549 nm de kore
kars1 absorbanslar kaydedilir. Ekstinksiyon kat sayis1 (57000 M cm™ kullanirak sonuglar

hesaplanir.

5.8.8. Total nitrik oksit tayini

Nitrat, vanadyum (III) kloriir ile nitrite indirgenir. Nitrit ile siilfanilamitin asidik ortamda N-
(1-Naftil) etilendiamin dihidrokloriir ile reaksiyonu sonucu kompleks diazonyum bilesigi

olusur ve bu renkli kompleks 540 nm’de spektrofotometrik olarak degerlendirilir (Miranda ve

ark., 2001).

Gerekli ¢ozeltiler:

NaOH cozeltisi (0,3 M): 0,6 g NaOH tartilarak bir miktar distile suda ¢oziiliir. Hacim 50

mL’ye distile su ile tamamlanir.

ZnS04 (%10 g): 5 g ZnSO4 veya 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 iizerine derisik HCI’den 4,2 mL yavas yavas ilave edilir,

karistirilir.
VCls: 0,4 g VCI3 bir miktar 1M HCI’de ¢6ziilerek lizeri S mL’ye ayni ¢ozeltiyle tamamlanr.

HCI (%5): 25 mL’ye distile su tizerine %37’lik HCI den 2,86 mL yavag yavas ilave edilir.

SULF (Siilfanilamit) (%2 g): 0,5 g siilfanilamis tartilarak 25 mL %5’lik HCl igerisinde

¢Oziiliir.

NEDD (N-(1-Naftil) etilendiamin dihidrokloriir) (%0,1): 0,025 g NEDD tartilarak bir

miktar deiyonize suda ¢oziiliir. Uzeri 25 mL’ye deiyonize suyla tamamlanir.

Deneyin yapilisi:

Doku homojenat1 10 dk 4000 rpm’de santrifiij edilir. 0,3 mL siipernatant alinarak iizerine 0,3
mL 0,3 M NaOH ilave edilir. Oda sicakliginda 5 dk bekletilir. 0,3 mL %10’luk ZnSOa4 ilave
edilerek vortekslenir. 5 dk +4 °C’de 14000 rpm’de santrifiij edilir. Ust faz alinarak 5 dk

+4 °C’de 14000 rpm’de santrifiij edilir. 2 adet deney tiipii kor ve numune olarak isaretlenir,

asagidaki gibi ¢aligilir.
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Numune Kor
Deprotenize Sivi 0,3mL -
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

Kére karst 540 nm’de absorbans kaydedilir. Sonuglar 53000 M ¢cm  ekstinsiyon katsayisi

kullanilarak hesaplanir.
5.8.9. Doku faktorii aktivitesi tayini

Prensip: DF aktivitesi saglikli kisilerden alinan plazma kullanarak Quick metoduna gore tespit
edilir (Ingram ve Hills, 1976). Doku homojenati DF kaynagi olarak kullanilir. CaCl2
ilavesinden sonra fibrin olusumu i¢in gegen siire tayin edilir. Aktivite siire ile ters orantili

olarak degisir.

Gerekli ¢ozeltiler:

Sodyum sitrat ¢ozeltisi (%3,8 g): 3,8 g sodyum sitrat bir miktar distile su ile ¢oziiliir ve distile

su ile hacmi 100 mL'ye tamamlanir.

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

ayrilir.

Stok kalsiyum Kloriir ¢ozeltisi (0,2 M): 2,22 g CaCl2 bir miktar distile suda ¢oziiliir ve distile

su ile hacmi 100 mL'ye tamamlanur.

Seyreltik kalsiyum kloriir ¢ozeltisi (0,02 M): 1 mL stok kalsiyum kloriir ¢6zeltisinin tizerine

9 mL distile su konulur, karistirilir. 37 °C’de tutulur (taze hazirlanir).

Deneyin Yapihisi:

37 °C’lik su banyosunda, kii¢iik bir deney tiipiiniin i¢ine:

Doku homojenati ‘ 0,1 mL
2 dk inkiibe edilir
Plazma | 0,1 mL
Karistirilir, 30 sn inkiibe edilir
0,02 M’lik CaClz ¢ozeltisi | 0,1 mL
Karistirilir, piht1 olusumu i¢in gegen siire kronometre ile tayin edilir
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5.8.10. Total antioksidan kapasite tayini

Bu method Erel’in yontemine gore yapilmistir ve 2,2-azino-bis(3-etilbenzotiazolin 6-siilfonik
asitin) (ABTS) karakteristik renginin agartilmasina dayandirilmaktadir. Numunede bulunan
antioksidanlar, agartma oranini konsantrasyonlariyla orantili bir derecede hizlandirir. Bu
reaksiyon spektrofotometrik olarak izlenebilir ve agartma hizi numunenin TAK’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 CH;COOH
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.

Asetat tamponu (30 mM pH=3,6): 0,027 g NaCH3COO0.3H20 ve 0,16 ml CH3COOH bir
miktar distile suda ¢oziiliir. Daha sonra hacimleri distile su ile 100 mL’ye tamamlanir. Hacim

100 mL’ye tamamlanmadan dnce pH kontrol edilir, pH 3,6 olacak sekilde ayarlanir.

Fosfat tamponu (30 mM, pH 7,4): 0,34 g Na2HPOa4 ve 0,091 g NaH2P04.2H20 tartilir, ayri
ayr1 bir miktar distile suda ¢oziiliir, birlestirilir ve distile su ile hacmi 100 mL’ye tamamlanur.

Hacim 100 mL’ye tamamlanmadan pH kontrol edilir ve pH 7,4'e ayarlanir.

H20: ¢ozeltisi (2 mM): %30 g’lik yogunlugu d=1,11 g/mL olan H2O> ¢bzeltisinden 0,204 mL
alinarak hacim asetat tamponu (30 mM, pH 3,6) ile 1 mL’ye tamamlanir. Hazirlanan ¢ozelti 3

defa 1/10 oraninda asetat tamponu (30 mM, pH 3,6) ile seyreltilir.

Reaktif 2 (ABTS) (10 mM): 5 mg ABTS tartilarak 10 mL H202 ¢ozeltisi (2 mM) iginde

¢Oziiliir.

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

¢Oziiliir.

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 standartlar1 hazirlanir.

Deneyin Yapihsi:

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

Reaktif 1 200 pl 200 pl
Standart / Siipernatant S5ul 5ul
Reaktif 2 - 20 ul

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

Son okunan absorbanstan ilk okunan absorbans degeri ¢ikarilir. Cizilen standart
grafigi yardimiyla TAK Trolox mM olarak hesaplanir.

5.8.11. Total oksidan kapasite tayini

Prensip: Bu metod Erel’in yontemine gore yapilmistir. Numunede bulunan oksidanlar, ferroz
iyon-o-dianisidin kompleksini ferrik iyonuna oksitler. Oksidasyon reaksiyonu, reaksiyon
ortaminda bulunan gliserol molekiilleri tarafindan giiclendirilir. Ferrik iyonu asidik ortamda
ksilenol turuncu ile renkli bir kompleks olusturur. Spektrofotometrik olarak Sl¢iilebilen renk

yogunlugu, numunede bulunan oksidan molekiillerin toplam miktart ile iligkilidir (Erel, 2005).
Gerekli Cozeltiler:

Gliserol ¢ozeltisi (25 mM): %98’lik yogunlugu 1,23 g/mL olan gliserol ¢ozeltisinden 11,4 mL

alinarak hacim distile su ile 100 mL’ye tamamlanr.

H2SO4 cozeltisi (25 mM): Bir miktar distile su tizerine %98’lik yogunlugu 1,84 g/mL olan
H2SOa4 ¢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 turuncu ayr1 ayri bir miktar H2SO4 ¢6zeltisinde
(25 mM) ¢oziiliir. Daha sonra birbirine karistirilir. %98°lik yogunlugu 1,23 g/mL olan gliserol
¢ozeltisinden 11,4 mL alinarak ¢6zeltiye eklenir ve hacim H2SOas ¢ozeltisi (25 mM) ile 100

mL’ye tamamlanir.

Calisma Standartlari: %30’luk, yogunlugu 1,11 g/mL olan H202 ¢6zeltisinden distile su ile
uygun seyreltmelerle 12,5, 25 ve 50 uM’lik ¢alisma standartlar1 hazirlanir.

Reaktif 2: 0,317 g o-dianisidin-HCL ve 0,196 g ferroz amonyum siilfat ayr1 ayr1 bir miktar
H2S04 ¢ozeltisinde (25 mM) ¢oziiliir. Daha sonra birbirine karistirilir ve hacim H2SO4 ¢ozeltisi

(25 mM) ile 100 mL’ye tamamlanir.
Deneyin Yapihsi:

%10 g’lik doku homojenat1 4000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek siipernatant alinir ve asagidaki
gibi galigilir.
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Numune kori Numune

Reaktif 1 225 ul 225 ul
Standart / Stipernatatnt 35ul 35 ul
Reaktif 2 - 11 ul

Karistirilir, 560 nm’de Karistirilir, 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 TOK H, O, pM olarak hesaplanir.

5.8.12. 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 kullanild1 (Hatcher ve Wilcox, 1950; Kuru
ve ark., 2019).

Gerekli Cozeltiler:

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

Calisma Standartlari: 10 ppm’lik stok bor ¢ozeltisinden uygun seyreltmelerle 1, 2, 4, 8, 10

ppm’lik ¢aligma standartlar1 hazirlanir.

Hidroklorik asit ¢ozeltisi (6N): Balon jojede bir miktar distile suya yavasca 49,6 mL derisik

HCI karistirilarak ilave edilir. Cozeltinin hacmi 100 mL’ye distile su ile tamamlanur.

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 (1N): 4 g NaOH tartilarak bir miktar distile suda ¢oziiliir.

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

Bor tayini yapilacak 6rnek yiiksek sicakliga dayanikli porselen kroze i¢ine alinir ve NaOH
(IN) ile alkali yapildiktan sonra etiivde 75°C’de 1 gece bekletilir. Kroze kiil firinina yerlestirilir
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ve 4 saat 550°C’de yakilir. Desikatdrde oda sicakligina gelene kadar sogumasi beklenir. Distile
su ile 1slatilir, her 6rnek i¢in grami bagina 3 mL6 N HCL eklenir. Distile su ile uygun hacime
seyreltilir. 4000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek slipernatanttan 0,2 mL alinir, asagidaki gibi
calisilir.

Bor Calisma Standartlari

Numune |Kor 1 ppm 2 ppm 4 ppm 8 ppm 10
_ ppm
Ornek 02mL |- - - - - -
Stok Bor |- - 0,02mL |0,04mL [0,08mL |0,6 mL |0,2mL
Cozeltisi
(10 ppm)
Distile Su |- 02mL |0,28mL |[0,16 mL |0,22mL |0,04 mL |-
Konsantre (0,01 mL (0,01 mL |0,01 mL {0,01mL |0,01mL |0,01mL |0,01
HCL mL
Konsantre |1 mL 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL
H2S04
Karmin 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL
Reaktifi

Her tiip vorteksle karistirilir. En az 45 dk beklenir ve absorbanslar 585 nm’de kore karsi
spektrofotometrede okunur. Standart grafigi yardimiyla 6rneklerdeki bor konsantrasyonlari

hesaplanir.
5.8.13. Sodyum dodesil siilfat poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-PAGE)

Prensip: Sodyum dodesil siilfat ile net yiikii negatif yapilmis proteinler elektrik akimi altinda
akrilamit - bis akrilmit jel tizerinde haraket ederken molekiil agirliklarina gore birbirinden
ayrilirlar. Elektroforez bitiminde goriiniir hale getirilen protein bantlart molekiil agirliklart ve

miktarlari agisindan degerlendirilir (Laemmli, 1970).

Gerekli Cozeltiler:

Tris ¢ozeltisi (1,5M, pH 8,8). Tris-HCI cozeltisi (1M, pH 6,8)

SDS cozeltisi (Sodyum dodesil Siilfat) (%10 g)
Akrilamit/Bisakrilamit ¢ozeltisi ((30g/0,8g)/dL)

Amonyum persiilfat ¢ozeltisi (%10 g, Deney aninda taze hazirlanir)
TEMED (Tetrametiletilendiamin): Orijinal sisesinden kullanilir.

Gliserin: Orijinal sisesinden kullanilir.
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2-Merkaptoetanol: Orijinal sisesinden kullanilir.
Bromfenol Mavisi Cozeltisi (%1 g):

Boyama Cézeltisi: 2,5 ¢ Commasie Brillant Blue, 454 mL distile su i¢inde ¢oziildii. Uzerine
454 mL metanol ve 92 mL asetik asit ilave edilir. Tyice karistirilir. Koyu renkli sisede agzi

sikica kapatilarak saklanir.
Boya Cikarma Cozeltisi: %10'luk (v/v)

PAGE Tamponu: 3 g Tris, 15 g glisin ve 1 g SDS ( veya 1 g SDS yerine %10 g lik SDS
cozeltisinden 10 mL alinabilir) ayr1 ayn distile suda ¢oziildiikten sonra karigtirilir. Hacim

1000mL’ye tamamlandi.

PAGE Yiikleme Tamponu: 1 M Tris ¢ozeltisi (pH 6,8), 1,6 mL gliserin, %10 g SDS ¢ozeltisi

0,4 mL 2-Merkaptoetanol, 8 mL distile su karistirilarak hazirlandi (Uzun siire dayanir).

Deneyin Yapihisi:

Jellerin Hazirlanmasi

ALT JEL (% 7,5 g hik)
Distile su 14,61 mL
1,5MTris(pH=8,8) 7,5 mL
Akril/bisAkril(%30g) 7,5mL
%10 g Amonyum persulfat 0,1 mL
%10 g SDS 0,3mL
TEMED 0,1 mL

| Toplam hacim | 30,1 mL
ALT JEL (% 7,5 g lik)
Distile su 14,61 mL
1,5 M Tris (pH=8,8) 7,5mL
Akril/bisAkril (%30 g) 7,5 mL
%10 g Amonyum persulfat 0,1 mL
%10 g SDS 0,3mL
TEMED 0,1 mL

| Toplam hacim [ 30,1 mL

Sirast ile bir erlene devamli karistirilarak konulur. Hemen cam levhalar arasina dokiiliir.

Polimerize olmasi i¢in 20 dk beklenir.
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UST JEL (% 4,5 g hk)

Distile su 7,65 mL
1,5 M Tris(pH=6,8) 1,25 mL
Akrilamit/bisAkrilamit (%30g) 1,35 mL
%10 g Amonyum persiilfat 0,1 mL
%10 g SDS 0,1 mL
TEMED 0,1 mL

| Toplam hacim 10,55 mL

Sirasi ile bir erlene devamli karistirilarak konulur. Hemen polimerize olmus alt jel lizerine

dokiiliir. Cok ¢abuk polimerize oldugundan islemler ¢abuk yapilmalidir.
PAGE icin numunelerin hazirlanmasi

Total protein tayini yapilmis homojenizatlarin herbiri ayr1 ayr1 hacimce % oraninda PAGE
yiikleme tampon ile karistirilir, 90-100°C'de 5 dakika sitilir. Sogumasi beklenir. Bu sekilde
denatiire edilen deri proteinleri karisimdan 20 pg protein igeren uygun hacimlerde (10-30uL)

kuyulara tatbik edilir (kuyular en fazla 30uL alabiliyor).
PAGE ig¢in standard protein karisiminin hazirlanmasi

Sigir albiimini, yumurta alblimini, tavsan kasi gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz, ve sigir
karbonik anhidraz’dan olusan protein karisimi kullanildi. Liyofilize proteinler distile su ile
coziilerek 50 pL’lik kisimlar halinde derin dondurucuda saklanir. Caligilacagi zaman 50 pL
alinip 350 pL yiikleme tampon ile karistirilir. 5 dakika 90-100 °C’de tutulur. Bu karisimdan
kuyu basina 26,5 pL konulur. Standart protein karisimindaki proteinlerin molekiil agirliklar:
asagida belirtilmistir.

Sigir albiimini: 66 kDa

Yumurta alblimini: 45 kDa

Tavsan kasi gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz: 36 kDa

Sigir karbonik anhidraz: 29 kDa

SDS-PAGE ig¢in slab jelin hazirlanmasi ve elektroforezin yapilmasi (Sekil 23)

1 Iginde jelin polimerize olacag: kuru ve temiz iki cam levha (10 x 10 cm) 1 mm aralikla
{ist {iste yerlestirilir, yanlar1 ve alt kism1 plastik bant ile kapatilir. Ust taraftan tarak
konulur. Taragin alt ucundan 1 cm’lik uzaklik cam kalemi ile isaretlenir.

2 Hazirlanan alt jel dikey olarak tutulan 2 cam levhanin arasina isaretli kisma kadar

enjektdr yardimyla ilave edilir. Uzerine polimerize olup olmadigini anlamak igin ¢ok
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az distile konularak alt jelin polimerize olmasi i¢in yaklasik 20 dk beklenir. Su ve jel
arasinda ¢izgi olusunca su dokiiliir. Siizge¢ kagidi ile kalan su damlalar1 alinir. Ust jel
hazirlanir hazirlanmaz yine bir enjektdr yardimu ile alt jel iizerine tabakalandirilir. Ust
jel ¢ok cabuk polarize oldugundan cabuk hareket etmek gerekir. Hava kabarcigi
kalmayacak sekilde iist jel icine kuyucuk olusturmak amaciyla tarak yerlestirlir ve {ist
jelin polimerize olmasi beklenir.

Calisilacagr zaman tarak iist jeli bozmayacak sekilde dikkatlice ¢ikarilir. Denatiire
edilmis deri homojenizatlar1 ve standard protein karisimi hesaplanan miktarlarda
kuyulara Hamilton enjektorii yardimi ile ilave edilir. Cam levhalarn tutan alt bant
cikarilir. Cam levha elektroforez tankina yerlestirilir.

On adet kuyu ihtiva eden bir slab jel bagina 30 mA’lik akim uygulanir. Boya jelin alt
kismina 0,5-1 cm yaklasincaya kadar elektroforeze devam edilir. Bu islem yaklasik 2-
2,5 saat stirer. Elektroforez tamamlaninca cam levhalari tutan yandaki bantlar agilir.
Icindeki jeller spatiil yardimu ile alinarak boyama ¢zeltisi igine batirilir. 15-20 dk bu
¢ozelti icinde tutulur. Boyanan jeller daha sonra boya ¢ikarma ¢ozeltisine alinir. Bir
gece veya daha fazla tutularak protein bantlarinin iyice goriiniir hale gelmesi saglanir.
Goriiniir  hale gelen jeller densitometre veya Image J programi kullanilarak
degerlendirilir. Deri 6rneklerindeki proteinlerin molekiil agirliklar standart proteinlerin
molekiil agirligi yardimi ile Ln MA ve rf (protein bantlarin orjine gore uzakliklarinin

yiirime mesafesine orani) degerleri ile olusturulan grafikten hesaplanir.

Protein bantlarin yogunluguna gore c¢izilen grafikler veya pik alanlari birbiri ile

PR

karsilastirilarak hangi protein bandmin degistigi tespit edilir.
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(77 ')Jelin polimerize (") Alt jel ve iist jel enjektor ("3} Denatiire edilmis deri
-/ olacagi cam levhalar "~/ yardimiyla cam levhalann -~/ homojenatlari ve standart protein
hazirlanir icerisine ilave edilir kangimlan kuyulara ilave edilir

m WG NG WO W

/2 Cam levha elektroforez (3) Boya jelin alt kismina (¢") Goriiniir hale gelen protein bantlan
— tankina yerlestirilir (Slab \."/ yaklagincaya kadar /" Image J programi veya densitometre
Jel bagina 30 mA) elektroforeze devam kullanilarak degerlendirilir.
edilir. ™
[=]
z |

Laaadg 2 ... A\

\ = _— HE®

b - ol = % : o
.- € :
— 1 ——————

Strdklenme hai (mesafe, cm)

Sekil 23. SDS PAGE elektroforezin yapilist

5.9. istatiksel analiz

Istatiksel analiz Graphpad Prism 9.0 (Graphpad Yazilim, San Diego, Ca, ABD) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Tiim veriler ortalama + ortalama standart hata olarak ifade edilmistir.
Biyokimyasal veri gruplari varyans analizi (ANOVA) ve ardindan Tukey testi kullanilarak

karsilastirilmis olup p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

53



6. BULGULAR

6.1. Deride incelenen Parametrelerin Sonuclar

6.1.1. Total protein sonuglari

Deri homojenatlarinda TP degerleri agisindan gruplar arasinda anlamli fark bulunamadi

(p>0,05, anlamsiz) (Tablo 7, Sekil 24).

Tablo 7. Deri 6rneklerinde TP (mg/gD) degerleri

K KM V VM
(n=8) | (n=8) | (=8 | (n=9)
TP Ortalama deger 11,08 12,62 11,02 11,21
(mg/gD)
Standarthata | 0:8% 0,86 0,93 0,54

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

RN

TP(mg/gD)
5
L

(&2}
1

K KM \% VM

Sekil 24. Deri 6rneklerinde TP degerlerinin gruplar arasindaki karsilastirilmasi

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, ns: Anlamsiz (p>0,05).

6.1.2. Glutatyon sonuglari

Deri homojenatlarinda GSH degerleri V grubunda kontrol gruplarina (K ve KM) gére anlamli
olarak azald1 (p<0,0001), VM grubunda ise V grubuna goére anlamli olarak artt1 (p<0,05). KM
grubunda ise K grubuna gore artis oldu ama bu artig istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05)

(Tablo 8, Sekil 25).
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Tablo 8. Deri 6rneklerinde GSH (ug/g D) degerleri

K KM V VM

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

GSH (g Ortalama deger 23,00 2519 15,96 1998
D

) Standart hata 0.43 129 0.94 0.65

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

3% 2k %k 5k

| NS 3%k %k % %k %

=)

N
T

GSH( ug/gD)
2

K KM \% VM

Sekil 25. Deri 6rneklerinde GSH degerlerinin gruplar arasindaki karsilastirilmast
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<0,0001, ns:
Anlamsiz (p>0,05).

6.1.3. Lipit peroksidasyon sonuclar:

Deri homojenatlarinda LPO degerleri V grubunda kontrol gruplarina (K ve KM) gbre anlamli
olarak artt1 (p<0,05; p<0,0001). VM grubunda V grubuna goére ve KM grubunda K grubuna
gore LPO degerleri anlaml1 olarak azald1 (p<0,05) (Tablo 9, Sekil 26).

Tablo 9. Deri 6rneklerinde LPO (nmol MDA/g D) degerleri

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

LPO Ortalama deger | 97 03 18,33 36,07 27,34
(nmol MDA/g D) | Standart hata 214 2,38 2,59 1,30

D: Doku, LPO: Lipit peroksidasyon, 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 26. Deri drneklerinde LPO degerlerinin gruplar arasindaki karsilagtirtlmasi
D: Doku, LPO: Lipit peroksidasyon, 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,
****n<0,0001, ns: Anlamsiz (p>0,05).

6.1.4. Siiperoksit dismutaz sonuclari

Deri homojenatlarinda SOD degerleri agisindan gruplar arasinda anlamli fark bulunamadi

(p>0,05,ns) (Tablo 10, Sekil 27).

Tablo 10. Deri 6rneklerinde SOD (U/gD) degerleri

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

SOD Ortalama deger 7,18 8,33 7,56 7,24
(U/gD) Standart hata 0,16 0,39 0,35 0,53

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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SOD(U/gD)

Sekil 27. Deri 6rneklerinde SOD degerlerinin gruplar arasindaki karsilastiriimasi
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, ns: Anlamsiz (p>0,05).

6.1.5. Katalaz sonuclar:

Deri homojenatlarinda KAT degerleri agisindan gruplar arasinda anlamli fark bulunamadi

(p>0,05) (Tablo 11, Sekil 28).

Tablo 11. Deri 6rneklerinde KAT (kU/gD) degerleri

K KM Vv VM
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
KAT Ortalama deger | 2762 | 2740 | 28,35 26,88
(kU/gD) Standart hata 0,58 0,75 0,43 0,40

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

ns

ﬂ

Sekil 28. Deri 6rneklerinde KAT degerlerinin gruplar arasindaki karsilastiriimasi

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, ns: Anlamsiz (p>0,05).
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6.1.6. Glutatyon-S-transferaz sonuglari

Deri homojenatlarinda GST degerleri V grubunda kontrol gruplarina (K ve KM) gore anlamli
olarak artt1 (p<0,0001, p<0,01), VM grubunda ise V grubuna goére anlamli olarak azaldi
(p<0,05). KM grubunda K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli degisme olmadi (p>0,05)
KM ve VM ruplar1 arasinda da anlam fark tespit edilmedi (p>0,05) (Tablo 12, Sekil 29).

Tablo 12. Deri 6rneklerinde GST (U/gD) degerleri

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

GST Ortalama deger 2,50 2,92 3,75 3,07
(U/gD) Standart hata 0,14 0,24 0,17 0,14

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

ns

ns |

=]

] Prgs

GST(U/gD)

Sekil 29. Deri 6rneklerinde GST degerlerinin gruplar arasindaki karsilastiriimasi
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<0,0001, ns: Anlamsiz (p>0,05).

6.1.7. Siyalik asit sonuglari

Deri homojenatlarinda SA degerleri V grubunda K grubuna gore anlamli olarak artt1 (p>0,05),
VM grubunda ise V grubuna gore anlamli olarak azaldi (p<0,0001) (Tablo 13, Sekil 30).

Tablo 13. Deri 6rneklerinde SA (mg/gD) degerleri

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

SA Ortalama deger | 9 gg 2,96 3,12 2,15
(mg/gD) Standart hata 0,13 0,13 0,10 0,06

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 30. Deri 6rneklerinde SA degerlerinin gruplar arasindaki karsilastirilmasi
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<0,0001, ns:
Anlamsiz (p>0,05).

6.1.8. Nitrit oksit sonuc¢lar

Deri homojenatlarinda NO degerleri V grubunda kontrol gruplarma (K ve KM) gore anlaml
olarak artt1 (p<0,05, p<0,0001), VM grubunda V grubuna gore ve KM grubunda K grubuna
gore anlamli olarak azaldi (p<0,0001). KM ve VM gruplar1 arasinda anlaml fark yoktu
(p>0,05) (Tablo 14, Sekil 31).

Tablo 14. Deri 6rneklerinde NO (nmol/gD) degerleri

K KM \% VM

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

NO Ortalama deger 11,33 7,94 12,97 8,02
(nmol /g D) Standart hata 0,30 0,39 0,22 0,43

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 31. Deri drneklerinde NO degerlerinin gruplar arasindaki karsilastiriimasi
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, *p<0,05, ****p<0,0001, ns: Anlamsiz
(p>0,05)
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6.1.9. Doku faktorii sonuclari

Deri homojenatlarinda DF degerleri V grubunda K grubuna gore anlamli olarak artti (p<0,001),
VM grubunda ise V grubuna gore anlamli olarak azaldi (p<0,0001). Siirenin uzamasi DF
aktivitesinin azalmasi, siirenin kisalmasi da DF aktivitesinin arttigi anlamina gelmektedir

(Tablo 15, Sekil 32).

Tablo 15. Deri 6rneklerinde DF (sn) degerleri

K KM Vv VM
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

DF Ortalama deger 204 178 174 212
(sn) Standart hata 3.41 1.98 835 2 46

D: Doku, 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 32. Deri 6rneklerinde DF degerlerinin gruplar arasindaki karsilastiriimasi
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, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001, ns: Anlamsiz
(p>0,05).

250

DF(

6.1.10. Total antioksidan kapasite sonuglari

Deri 6rneklerinde TAK degerleri V grubunda kontrol gruplarina (K ve KM) gore anlamli olarak
azald1 (p<0,01, p<0,0001). VM grubunda ise V grubuna gore (p<0,01) ve KM grubunda ise K
grubuna gore (p<0,0001) anlamli olarak artt1 (Tablo 16, Sekil 33).

Tablo 16. Deri 6rneklerinde TAK (pumol/gD) degerleri

K KM v VM

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

TAK Ortalama deger | 1 47 2.00 1,07 1,51
(umol/gD) Standart hata 0,03 0,12 0,036 0,07

D: Doku, TAK: 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
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Sekil 33. Deri 6rneklerinde TAK degerlerinin gruplar arasindaki karsilastiriimasi
D: Doku, TAK: 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<0,01, ***p<0,001,
****n<0,0001, ns: Anlamsiz (p>0,05).

6.1.11. Total oksidan kapasite sonuclar:

Deri 6rneklerinde TOK degerleri V grubunda kontrol gruplarina (K ve KM) gore anlamli olarak
artt1 (p<0,01, p<0,0001). VM grubunda V grubuna gore (p<0,0001) ve KM grubunda K
grubuna gore (p<0,05) anlaml1 olarak azaldi (Tablo 17, Sekil 34).

Tablo 17. Deri 6rneklerinde TOK (umol/gD) degerleri

K KM v VM
(n=8) | (n=8) | (n=8) | (n=8)
TOK Ortalama deger | 9os2 | 0,049 | 0,076 | 0,055
(umol/gD) Standarthata | (o7 0,002 0,004 0,004

D: Doku, TOK: 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 34. Deri 6rneklerinde TOK degerlerinin gruplar arasindaki karsilastirtimasi
D: Doku, TOK: 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, *p<0,05, **p<0,01,
****n<0,0001, ns: Anlamsiz (p>0,05).

TOK(pmol/gD)
o o o o
S & 8 8
1 1 1 1
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6.1.12. Bor sonugclari

Deri homojenatlarinda bor degerleri V grubunda kontrol gruplarina (K ve KM) goére anlamli
olarak azaldi (p<0,05). VM grubunda ise V grubuna gore anlamli olarak artt1 (p<0,05) (Tablo
18, Sekil 35).

Tablo 18. Deri 6rneklerinde bor (ppm) degerleri

K KM V VM

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

BOR Ortalama deger 135,90 134,50 128,90 134,30
(ppm) Standart hata 1,56 1,24 1,38 0,73

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

1501 I_II_”_I

100

Bor(ppm)

50

Sekil 35. Deri drneklerinde bor degerlerinin gruplar arasindaki karsilastirilmasi
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, ns: Anlamsiz (p>0,05).

6.1.13 SDS-poliakrilamit jel elektroforez sonuglari

SDS-PAGE ile elde edilen protein bantlari, her numune i¢in ayn1 pozisyondaydi ve incelenen
tiim deri 6rneklerinde molekiiler agirliklar 200-29 kDa arasinda degisiyordu. Image J programi
ile degerlendirilen protein bantlarinin yogunlugu agisindan gruplar arasinda onemli farklar
bulunmadi. KM grubunda K grubuna goére molekiil agirligt 200 kDa olan protein bant
yogunlugunda azalma, 75 kDa’luk proteinde ve 66 kDa’dan daha diisiik molekiil agirlikli
proteinlerin bant yogunluklarinda artma goriildi. V ve VM gruplarinda molekiil agirlig
200kDa olan protein bant yogunlugunda K grubuna gore azalma ve KM grubuna gore ise 66
kDa’dan daha diisiik molekiil agirlikli proteinlerin bant yogunluklarinda azalma gozlendi. V ve
VM gruplari arasinda ise belirgin bir fark saptanmadi (Sekil 36 A ve B).
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Sekil 36. Deri proteinlerinin SDS-PAGE bantlarina 6rnek (A); Image J programu ile taranmig SDS-PAGE
bantlarmin grafikleri (B)

St: Standart protein karigimui (s1gir alblimini: 66 kDa; yumurta albiimini: 45 kDa; gliseraldehit-3-fosfat
dehidrogenaz: tavsan kasi, 29 kDa ve sig1ir karbonik anhidraz: 29 kDa); MW: Molekiiler agirlik; K: Kontrol
grubu; KM: Mmoringa ekstresi verilen kontrol grubu; V: Valproik asit grubu; VM: Valproik asit ve moringa
ekstresi verilen grup
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7. TARTISMA VE SONUC

Epilepsi, diinya ¢apinda her yastan yaklasik 50 milyon insan1 etkileyen, en yaygin norolojik
hastaliklardan biridir (WHO, 2019). Epilepsi krizi, beyindeki néronlarin elektriksel islevindeki
kontrolsiiz degisimler sonucu birden baslayip kendiliginden gegen ve suur kaybina sebep olan
nobetler seklinde seyreder. VPA, epilepsi tedavisinde genellikle iyi tolere edildiginden ve
nispeten giivenli oldugundan yaygin olarak kullanilan genis spektrumlu bir ilagtir. Giiniimiizde
halen kompleks parsiyel/tonik-klonik, depresyon, migren gibi siddetli bas agrilar1 ve sizofreni
gibi bir¢cok ndbetin tedavisinde antikonviilsan etkisi nedeniyle kullanilmaktadir (Oztaylan ve

ark., 2022).

Hem erigkinlerde hem de cocuklarda kullanilan VPA’nin, pek ¢ok istenmeyen yan etkileri
mevcuttur. VPA’nin dermatolojik yan etkilerinde; hirsutizm, sa¢in dokiilmesi, renginin
degismesi, uzamasinda degisim gibi farkli etkiler, deri dokiintiileri, Liken Planus,
Onikomadezis, SJS ve TEN gibi hastaliklar bildirilmistir (Oflaz ve ark., 2011; Igagasioglu ve
ark., 2011; Oner ve ark., 2012; Ozcan ve ark., 2015a; Simsek, 2019; Kayis ve ark., 2020).

Hastaliklarda serbest radikallerin rolii ¢ok acik degildir (Yilmaz ve Tan, 2006 ). Oksidatif
stresin bir sebep mi yoksa primer hastalik siirecinin bir sonucu mu tam olarak bilinmemektedir.
Bununla birlikte enzimlerin ve yapisal proteinlerin oksidatif modifikasyonlarinin hastaliklarin
etyolojisinde 6nemli rol oynayabilecegi kesinlik kazanmistir (Cakatay ve Kayali, 2004).
Protein oksidasyonu ile iliskilendirilmis olan hastaliklar sunlardir: Epilepsi, Alzheimer
hastalig1, amiyotrofik lateral skleroz, diyabet, yenidogan sepsisi, malniitrisyon, Duchen ve
Becker kas distrofisi, juvenil kronik ve romatoid artrit, katarakt olusumu, koroner kalp
hastalig1, kronik akciger hastaligi, kronik bobrek yetmezligi/liremi, primer sklerozan kolanjit,
alkole bagl karaciger hastaligi, non alkolik yagli karaciger hastaligi, kronik hepatit C, kistik
fibroz, mesane kanseri, parkinson hastaligi, polikistik over hastaligi, preeklemsi, psoriazis,
sepsis, sistemik amiloidoz, varikosel, serebral iskemi, nazal polipozis, adenoid hipertrofisi ve
presbiakuzi (Cakatay ve Kayali, 2004; Y1ilmaz ve Tan, 2006).

Oksidatif stres, hiicredeki metabolik olaylar sonucu ortaya ¢ikan hidroksil, siiperoksit ve
hidrojen peroksit radikalleri gibi reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artistyla bunlarin
detoksifikasyonundan sorumlu antioksidanlarin yetersizligi sonucu oksidatif dengenin
bozulmas1 durumudur (Ozcan ve ark., 2015b). VPA kullaniminin neden oldugu olumsuz
etkilerden en 6nemlisi organizmadaki oksidatif stres artisidir. VPA, ROS olusumuna neden olur

ve ROS, mitokondriyal oksidasyonda iiretilen hiicresel metabolizmanin yan {irtinleridir (Azirak
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ve ark., 2022). ROS’lar hiicre bilesenlerini lipitleri, proteinleri ve DNA’y1 olumsuz yonde
etkilerler (Su ve ark., 2019). Tedaviler i¢in yaygin olarak kullanilsa da viicutta doku ve organ
hasaria sebebiyet verecek serbest radikaller iiretmesi VPA’nin géz Oniine alinacak olumsuz

etkilerindendir (Oztaylan ve ark., 2022).

Organizmada serbest radikallerle antioksidanlar arasinda hassas bir denge mevcuttur.
Antioksidanlar, serbest radikallerin olusumunu engeller veya uzaklastirilmasini saglar. Boylece
enfeksiyonlara ve c¢esitli hastaliklar1 6nlemeye yardimci olur (Kaminsa, 2019). Aslinda
viicuttaki hiicrelerde iiretilen KAT ve SODgibi enzimler, GSH gibi indirgeyici molekiiller
sayesinde oksidatif stres dengelenir. Bunun yaninda bir¢ok besinsel kaynaktan elde edilebilen
A, C ve E vitaminleri, polifenoller oksidatif strese karsi ek koruyucu bilesenlerdir. Bu
antioksidanlar; DNA ve proteinlerdeki oksidatif stresi, lipit peroksidasyonunu, hiicre apoptozisi
ve sitotoksik hasar1 inhibe ederek serbest radikallerin zararlarini ortadan kaldirirlar (Kopan,
2019). Bu dogal antioksidanlar ayni zamanda tibbi amaglar i¢in besinsel degeri yiiksek
bilesiklerdir.

Bitkiler ge¢misten giiniimiize kadar tedavi amaciyla halk arasinda kullanilmaktadir. M.
oleifera bitkisi de bu tiir bitkilerden biridir. Proteinler, vitaminler, polifenoller, flavonoidler,
beta-karoten ve dogal antioksidanlar dahil olmak iizere zengin bir besin ve mineral kaynagidir.
M. oleifera yapraklarinin 6zii fenolik bilesikler igerir ve bunlarin birincil antioksidanlar olarak
hareket ettikleri bilinmektedir. Yapilan kimyasal bilesim analizleri M. oleifera yaprak
ekstraktinin alkaloidler, polifenoller, tanenler, steroller gibi daha bircok ikincil metabolitler
icerdigi bildirilmistir (Kaminsa, 2019). Yapisinda bulunan tanenler, saponinler, flavonoidler
ve glikozitlerin etkili antioksidanlar oldugu gosterilmistir (Vergara Jimenez ve ark., 2017).
Kumarinler ve tiirevlerinin de ¢esitli biyolojik ve farmakolojik aktiviteler sergiledikleri
bulunmus ve insan sagligi lizerindeki potansiyel yararli etkileri nedeniyle biyiik ilgi
toplamustir (Sokmen ve ark., 2013). Ozetle M. oleifera'dan elde edilen ekstreler, antioksidan
(Moyo ve ark., 2012b); antiinflamatuar (Cheenpracha ve ark., 2010); immiinomodiilator
(Sudha ve ark., 2010); mantar onleyici (Chuang ve ark., 2007); antibakteriyel (Moyo ve ark.,
2012a), anti-kanser (Parvathy ve Umamaheshwari, 2007); antidiyabetik (Jaiswal ve ark.,
2009) ve hepatoprotektif (Buraimoh ve ark., 2011) fonksiyonlar dahil olmak iizere ¢oklu
nutrasotik veya farmakolojik fonksiyonlar sergilemektedir.

Literatiir calismalar1 incelendiginde; Apium graveolens L., Kaempferia parviflora, Bacopa
monniera, yesil ¢ay, Kore kirmizi ginseng, Oryza sativa, Ocimum sanctum, Withania somnifera
Ozleri ve diamonyum glisirizinat, siilforafan, U vitamini, B6 vitamini, E vitamini, diallil
trisiilfit, kurkumin dahil bitki kaynakli bilesiklerin, a-tokoferol, kuersetin, piperin, resveratrol,
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hesperitin, timokinon, kafeik asit ve asiyatik asit gibi maddelerin VPA kaynakli toksisitelere

kars1 koruma sergiledigi goriilmiistiir (Adewole ve ark., 2021).

Gida ve ilaglarda yaygin olarak kullanilan Moringa yapragi ve diger iirlinlerin dermatolojik
tedavi edici etkisini gosteren klinik calismalara ihtiya¢ vardir. Literatiirde VPA verilen
siganlarin derisi tizerine M. oleifera ekstresinin etkisinin incelendigi ¢alisma mevcut degildir.
Bu ¢alismada, VPA uygulanan siganlarda M. oleifera alkolik ekstraktinin cilt {izerindeki olas1

koruyucu etkisi aragtirilmistur.

Bitki ekstraktindaki antioksidan aktivite genellikle fenolik, flavonoid ve diger antioksidan
bilesenlerin varhigindan kaynaklanir. M. oleifera'nin yaprak 6zlerini standardize eden ve bu
yapraklarin kalite degerlendirmesi i¢in analitik yontemler gelistiren c¢alismalar, etanolik
ekstraktlarin en yliksek flavonoid igerigine sahip oldugunu ve flavonoidlerin en yiiksek
ekstraksiyon verimine %70 etanol kullanilarak ulagabilecegini gostermistir (Stohs ve Hartman,
2015; Wang ve ark., 2017; Nobossé ve ark., 2018; Riskianto ve ark., 2021). Bu arastirmalardan
yola ¢ikarak ¢alismamizda, disi Sprague Dawley siganlara M. oleifera % 70’lik etanollu yaprak
ekstresi tek doz 0,3 g/kg/giin olacak sekilde verilmistir. Asiedu-Gyekye ve arkadaglar1 (2014)
sicanlarda yaprak ekstraktinin (40 mg/kg ila 1000 mg/kg) akut toksisite ve (5000 mg/kg)
subakut toksisite ¢calismalarini yapmis ve bu ¢alismalarda herhangi belirgin bir ters reaksiyon
gozlemlememislerdir. Bu da M. oleifera'nin elemental bilesimi dikkate alindiginda tiiketim igin
giivenli olduguna dair kanit saglamistir. VPA’nin yetiskin dozu 500-3000 mg/giin olarak
belirlenmistir. (Cetinay Aydin ve ark., 2009). Literatiirdeki bircok calismada hepatoksisite
yapan ve dokularda oksidatif strese sebep olan bir deger olarak 500 mg/kg/ giin kabul
edilmektedir (Tong ve ark., 2005). Calismamizda VPA, 15 giin boyunca oral yolla tek doz
sodyum valproat (0,5 g/kg/giin) olacak sekilde verilmistir. M. oleifera ve VPA igin kullanilan
doz ve bu c¢alismada kullanilan siireler, ayn1 modelleri kullanan diger ¢aligmalarla ayni aralik

ve kapsamdadir.

Calismamizda deri homojenatlarina; TP, GSH, LPO, SA, NO, GST, KAT, SOD, DF, bor, TAK
ve TOK degerleri tayin edilmis ve ayrica deri homejenatlar1 SDS-PAGE yapilarak

incelenmistir.

GSH organizmadaki bagisiklik sisteminin en 6nemli antioksidani olup normal metabolik yolla
sitoplazmada bir dizi tepkimeyle iiretilir (Aksoy ve Bingdl Ozakpmar, 2014). Tripeptit
(glutamik asit, sistein glisin) olarak sentezlenen GSH, NADPH araciligiyla hiicrelere
indirgeyici fonksiyon 6zelligi kazandirir (Aksoy, 2002). Toksik bilesiklere, radyasyona,
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oksidatif hasara karsi hiicreleri korumak, bazi ilaglarin etkisizlestirilmesinde gorev almak,
plazma membranindan amino asit transportunu saglamak, bazi énemli antioksidanlar1 yeniden
olusturmak, C ve E vitaminlerini diizenlemek GSH’1n goérevleri arasinda yer alir (Karabulut ve
Giilay, 2016). Literatiir caligmalar1 incelendiginde VPA toksisitesinin karacigerde (Abdel-
Daeem ve ark., 2018), lenste (Oztaylan ve ark., 2022), beyinde (Turkyilmaz ve ark., 2020)
akciger ve bobrekte (Magaji, 2022), kasta (Ertik ve ark., 2022), midede (Miftari, 2021), tiikiiriik
bezlerinde (Cergel, 2023) GSH degerinin azaldig1 goriilmiistiir. Antioksidan etkiye sahip olan
M.oleifera’nin lens ve beyin dokularinda (Oztaylan ve ark., 2022; Turkyilmaz ve ark., 2020) a-
lipoik asitin (ALA) GSH degerlerini artirdig: tespit edilmistir. Edaravone'un ciltte valproik asit
kaynakli degisikliklere kars1 koruyucu roliiniin arastirildig: bir ¢alismada VPA, K grubuyla
karsilastirildiginda deride GSH diizeylerini 6nemli dlclide degistirmedigi saptanmistir (Tunali
Akbay ve ark., 2017). Moringa oleifera'nin siganlarda arsenigin neden oldugu toksisite
tizerindeki terapotik etkileri aragtirildigi bir ¢caligmada arsenige maruz kalan siganlarin kan ve
karaciger dokularinda GSH seviyesinde azalma ve ROS seviyesinde artis gosterdigi; arsenige
maruz kaldiktan sonra M. oleifera tohum tozunun (500 mg/kg, oral, giinde bir kez)
uygulamasinin GSH seviyesinde belirgin iyilesme sagladig: tespit edilmistir (Gupta ve ark.,
2005). Bu sonuglar M. oleifera'nin tohum tozunun giiglii bir antioksidan aktiviteye sahip oldugu
seklinde degerlendirilmistir. Literatiirde deri dokusunda bu antioksidan parametrenin
incelendigi ¢alismalar nadirdir. UV A 1s1ginin deride olusturdugu oksidatif streste koenzim Q10
ve ALA’nin koruyucu etkisinin arastirildig: calismada, deri GSH diizeyleri agisindan gruplar
arasinda anlamli bir farklilik saptanmadigi, belirtilmistir (Yiiksel, 2013). Calismamizda da deri
homojenatlarinda GSH degerleri V grubunda kontrol gruplarina (K ve KM) gore anlamli olarak
azaldig1l, VM grubunda ise V grubuna gore anlamli olarak arttig1 saptanmigtir. Deride GSH’1n
azalmast VPA’nin neden oldugu oksidatif hasardan, GSH’in artmasmin ise M. oleifera
yapraklarinin i¢erdigi antioksidanlardan kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Coklu doymamis yag asitleri (PUFA), ROS’larin etkisiyle LPO’ya ugrar. LPO, serbest radikal
tiirlerinin lipitlerden elektronlar1 uzaklastirdig1 ve daha fazla reaksiyona girebilen reaktif ara
tirtinler trettigi bir stirectir (Su ve ark., 2019). LPO iiriinlerinin mutajenik ve kanserojen oldugu
gosterilmistir (Gallelli ve ark., 2018). PUFA peroksidasyonunun tizerinde en fazla ¢aligilan ana
irtiini MDA’d1 r (Aslankog ve ark., 2019). Calismamizda da deri homojenatlarinda LPO’nun
bir gostergesi olarak MDA diizeyi belirlendi.

Literatiirde mevcut caligmalarda VPA uygulanan gruplarda kontrol gruplarina goére LPO
miktarlarinin arttig1 tespit edilmistir (Turkyilmaz ve ark., 2020; Keshavarz- Maleki ve ark.,
2021; Magaji, 2022; Ertik ve ark., 2022). Dokuda VPA’’nin oksidan etkili olmasi LPO'nun
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seviyesinde artisa sebep olmaktadir. Calismamizda deri homojenatlarinda LPO degerleri V
grubunda kontrol gruplarina gére anlamli olarak arttigi, buna karsin VM grubunda V grubuna
gore ve KM grubunda K grubuna goére LPO degerleri anlamli olarak azaldigi saptanmistir. M.
oleifera ekstresinin kullanilmasi LPO seviyesini 6nemli 6l¢tide azaltmistir. Benzer sekilde
sodyum valproat verilen ve karaciger dokusunun iizerine M. oleifera’nin yaprak sulu ekstratinin
etkisinin incelendigi bir arastirmada, VPA verilen grupta MDA seviyelerinde arti, VPA+
Moringa grubunda ise MDA seviyelerinde azalma oldugu tespit edilmistir(Abdel-Daeem ve
ark., 2018).. Literatlirde deri iizerine yapilan diger bir ¢alismada da VPA uygulamasi deride
MDA ‘y1 6nemli dl¢iide degistirmezken, antioksidan olarak edaravon verilen V grubunda MDA

diizeyini 6nemli 6l¢iide azalttigr tespit edilmistir (Tunali Akbay ve ark., 2017).

SOD endojen olarak iiretilen, ROS ve siiperoksit anyon radikallerine kars1 her hiicre i¢in elzem
enzimatik antioksidandir (Caylak, 2011; Aslanko¢ ve ark., 2019). SOD’un antioksidan
savunma sistemi, siiperoksit radikalini, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene katalizlemek
seklindedir (Karabulut ve Giilay, 2016). Mitokondride oksijenin suya rediiksiyonunda, mevcut
oksijen tiiketiminin %1-2’si, potansiyel olarak siiperoksit ve hidrojen peroksiti gibi sitotoksik
molekiillerinin meydana gelmesine yol acar (Aslankog ve ark., 2019). KAT hidrojen peroksiti,
peroksizomlar gibi hiicrelerin alt organel fragmanlari i¢inde suya ve oksijene doniistiirmek i¢in
islev goriir (Miftari, 2021). Calismamiza deri homojenatlarinda TP, SOD ve KAT degerleri

acisindan gruplar arasinda anlamli fark bulunamadi (p>0,05,ns).

Edaravone'un ciltte VPA kaynakli degisikliklere karst koruyucu roliiniin arastirildigi bir
caligsmada siganlara VPA uygulanmasi, cilt toplam proteinini, SOD-KAT diizeylerini énemli
Ol¢iide degistirmedigi saptanmistir (Tunali Akbay ve ark., 2017). Gupta ve arkadaslarinin
2005’te yaptig1 ¢alismada karaciger, bobrek ve beyinde SOD ve KAT aktivitelerinin arsenik
maruziyetinde azalma gosterdigi; arsenige maruz kaldiktan sonra M. oleifera tohum tozu
uygulamasi ile bu enzimler iizerinde artis oldugu bildirilmistir. Bunun M. oleifera’nin
antioksidan o6zelligine bagli olarak arsenigin neden oldugu oksidatif stresi azalttig1 sonucuna
varilmistir (Gupta ve ark., 2005). Calismamizda deri homojenatlarinda SOD ve KAT degerleri
acisindan gruplar arasinda anlamli fark bulunamadi. Afshari ve arkadaglarinin siganlarda VPA
kaynakl1 hepatotoksisite lizerine yaptiklari calismada VPA’nin KAT ve SOD iizerinde belirgin
bir azalmaya neden oldugunu tespit etmislerdir (Afshari ve ark., 2023). Magaji’'nin 2022°de
yaptig1 calismada ise valproatin neden oldugu oksidatif stres, hem akciger hem de bobrek doku
homojenatlarinda SOD ve KAT aktivitelerinde onemli artisa neden olmus ve bu enzim
aktivitelerindeki artisin moringa ekstresinin uygulanmasi ile azaldig: belirtilmistir. Calismada
moringa ekstresinin, gesitli antioksidan ozellikleri sebebiyle, SOD ve KAT aktivitelerinde
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azalmaya neden oldugu seklinde degerlendirilmistir (Magaji, 2022). Sicanlarin beyin dokusu
tizerinde yapilan bir ¢alismada da VPA grubunun SOD aktivite seviyelerinin kontrol grubuna
gore artig1 saptanmistir (Cimen, 2018). Testis dokusunda yapilan bir ¢alismada VPA verilen
siganlarda KAT ve SOD aktivitelerinin kontrol grubuna gore anlamli olarak arttigi, VPA’l1
gruba edaravon (antioksidan etkili bir madde) uygulanmasi ile enzim aktivitelerinin azaldig1
bulunmustur (Celik, 2020). Literatiirde g¢esitli dokular iizerinde yapilan ¢aligmalarda farkli
sonuglar goriilebilmektedir. Calismalardaki sonug¢ farkliligi dokularin farklilifi, verilen

maddelerin dozlarinin miktari, verilis sekline bagli olarak meydana gelmis olabilir.

GST, GSH'n toksik metabolitlerle konjugasyonunu katalize ederek oksijen zararlarini1 en aza
indiren ve sinyal iletimine yardimci olan enzimatik antioksidandir. GST, GSH'In kiikiirt
atomuna elektrofilik, niikleofilik ve ¢ok ¢esitli hidrofobik molekiillerinin eklenme
reaksiyonunu katalize eder (Ozaslan, 2022). Calismamizda deri homojenatlarinda GST
degerleri V grubunda kontrol gruplarina gore anlamli olarak artti, VM grubunda ise V grubuna
gore anlamli olarak azaldi. Literatiirde VPA verilen siganlarin ¢esitli dokularinin incelendigi
calismalara bakildiginda, bizim ¢alismamizin sonucuna benzer sonuglarin oldugu gériilmiistiir.
Magaji’nin VPA ile olusturulan akciger ve bobrek hasarina M. oleifera'nin etkilerini arastirdig
calismada hem akciger hem de bobrek dokularimin valproik asit grubunda GST enzimin
aktivitesinde kontrol grubuna gore artis gosterdigi, akciger dokusunda valproik asit+moringa
grubunun GST aktvitesinde valproik asit grubuna gore bir degisim gézlenmedigi ancak bobrek
dokusunda bir azalma oldugu saptanmistir (Magaji, 2022). Caligmada moringa ekstresinin,
cesitli antioksidan Ozellikleri sebebiyle bu enzim aktivitesinde azalma gosterdigi seklinde
degerlendirilmistir. Deride (Tunali Akbay ve ark., 2017) ve tiikiiriik bezlerinde (Cergel, 2023)
GST aktivitesi VPA grubunda anlamli olarak azaldigi; antioksidan oOzellikte maddeler
eklendiginde GST aktivitesini 6nemli Slgiide arttig1 tespit edilmistir. Testis dokusunda yapilan
bir ¢alismada VPA verilen sicanlarda GST aktivitelerinin kontrol grubuna gore anlamli olarak
artt1i, VPA’ll gruba edaravon uygulanmasi ile enzim aktivitelerinin azaldigi bulunmustur
(Celik, 2020). Beyin dokusu iizerinde yapilan bir ¢alismada VPA grubu sicanlarin beyin
dokusu GST aktivite degerinin kontrol grubuna gore artis gosterdigi, VPA + pazi grubundaysa
azalig gosterdigi tespit edilmistir (Cimen, 2018). Antioksidan etkili olmasina ragmen hem
edaravon (Inokuchi ve ark., 2009) hem de pazi (Sacan ve Yanardag, 2010) M. oleifera’dan
farkli davranig sergilemislerdir. Bunun nedeni bu antioksidan maddelerin kimyasal yapisi,

uygulama sekli, dozu ve uygulama siiresindeki farkliliklar olabilir.

SA, 9 karbonlu omurgaya sahip bir monosakkarittir ve birgok noéronal siire¢te dnemli rol oynar
(Oktay ve ark., 2017). SA’lar esas olarak hiicre yiizeyi glikoproteinlerinin ve glikolipitlerin
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terminal bilesenleri olarak ortaya ¢ikar. Glikokonjugatlarin kimyasal ve biyolojik cesitliliginde
gorev alir (Schauer, 1995). Normal bireyin doku SA seviyeleri sabit olup degisiklik
gostermezken enfeksiyon durumlarinda seviyelerinin arttigr bilinmektedir. Oksidatif stres
sonucu artan siyalidaz aktivitesinin SA’lar1 glikoprotein ve glikolipitlerin u¢ kisimlarindan
kopardigi ve viicut sivilarinda serbest SA artisina neden oldugu bildirilmistir (Isik, 2009). Bu
nedenle artan SA seviyeleri, oksidatif stresin neden oldugu cesitli hastaliklar icin iyi bir
belirtectir. Calismamizda deri homojenatlarinda SA degerleri V grubunda K grubuna gore
anlamli olarak artt1i, VM grubunda ise V grubuna gére anlamli olarak azaldi. Literatiirde deride
yapilan bagka bir ¢alismada VPA grubunda SA seviyesinin arttig1; Edaravone uygulamasinin
VPA grubunda cilt SA seviyesini degistirmedigi saptanmistir (Tunali Akbay ve ark., 2017).
Literatiirde farkli dokular ile yapilan caligmalarda da VPA’ya bagli oksidatif stres nedeniyle
akciger, bobrek ve kas dokularinda VPA grubunda SA diizeylerinin 6nemli 6lgiide artigi; VPA
grubuna M. oleifera ekstresi verildiginde bu degerlerin azaldigi goézlemlenmistir. Bunun
nedeninin M. oleifera’nin igerisinde barindirdig1 ¢ok sayida bilesiklerin antioksidan aktivitesi
sayesinde ROS’larin dokudan temizlenmesi olarak degerlendirilmistir (Magaji, 2022; Ertik ve

ark., 2022). Deney sonucumuz bu ¢aligsmalarla paralellik gdstermektedir.

NO, serbest radikaller arasinda yer alan kiiciik bir molekiildiir (Karakaya ve ark., 2009).
Organizmada NO seviyesi oksidatif strese bagli olarak artar (Miftari, 2021). Deri
homojenatlarinda NO degerleri V grubunda kontrol gruplarina gére anlamli olarak artti, VM
grubunda ise V grubuna gore ve KM grubunda K grubuna gore anlamli olarak azaldi.
Calismamizin sonuglari literatiirde mevcut benzer ¢alismalarla paralellik gostermektedir. Mide
dokusu iizerinde yapilan calismada VPA grubunda olusan hasar nedeni ile NO seviyesinin
artt1ig1, moringa verilmesi ile artmis olan NO’nun azaldig1 saptanmistir (Miftari, 2021). Abdel-
Daeem ve ark. (2018) yaptig1 bir calismada sodyum valproat uygulamasi karaciger dokusunda
zamana bagl olarak oksidatif stres parametresi NO'da énemli bir artisa neden oldugu tespit
edilmistir. Bunun nedeninin VPA ilacinin bir dizi adimla hepatotoksisiteyi uyardigi, ROS ve
bircok toksik metabolitin olusumuna neden oldugu seklinde degerlendirilmistir. Beyin dokusu
tizerinde yapilan ¢alismada VPA grubunda olusan hasar nedeni ile NO seviyesi artti§i, ALA
uygulanmasi ile artmis olan NO’nun azaldig1 saptanmistir (Turkyilmaz ve ark., 2020). ALA'nin
oksidatif stres ve serbest radikaller iizerindeki koruyucu ve diizenleyici etkisinin oldugu,
antioksidan ozellikleriyle VPA'min sebep oldugu beyin hasarmi tersine c¢evirdigi seklinde

degerlendirilmistir.

DF bir hiicre zar1 bilesenidir ve kan pihtilasma sisteminin birincil hiicresel baslaticisidir (Oktay
ve ark., 2017). Yapilan arastirmalar insan dokularinda DF’nin esit sekilde dagilmadigimi
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gostermektedir. Deride DF’nin epidermis ve mukozal epitelde mevcut oldugu ancak dermal ve
submukozal fibroblastlarin ¢ogunda olmadig: tespit edilmistir (Drake ve ark., 1989). Saglikli
bireylerin serum ve plazmasinda inaktif halde bulunan DF, hastalik ve ¢esitli etkenlere bagl
olarak miktarinda degisim gostermektedir (Kilig, 2011). Calismamizda deri homojenatlarinda
DF degerleri V grubunda K grubuna gore anlamli olarak artti, VM grubunda ise V grubuna gore
anlamli olarak azaldi. Deride yapilan baska bir ¢alismada da VPA uygulamasi, kontrol grubu
ile karsilastirildiginda deri DF aktivitesini 6nemli Olgiide artirdigi; VPA grubuna edaravone
verilmesi DF aktivitesini onemli Ol¢iide azaltmustir. Cilt DF aktivitesindeki artis, VPA
uygulamasi sonucu cilt hasari ile ilgili olabilecegi; edaravone uygulamasiyla normalize edilen
DF aktivitesi, edaravone'un serbest radikal temizleyici oOzelliginde olmasi seklinde

degerlendirilmistir (Tunali Akbay ve ark., 2017).

Literatiire bakildiginda deney sonucumuzla benzer ¢alismalar oldugu gibi farkli sonuglar da
mevcuttur. Edaravon'un pankreasta VPA’ya bagli doku hasarina etkisinin incelendigi
calismada, DF aktivitesinin VPA grubunda kontrol ile karsilastirildiginda anlamli olarak arttigi
ve VPA+edaravon grubunda VPA ile karsilastirildiginda anlamli olarak azaldig1 saptanmistir
(Oktay ve ark., 2017). Buna karsin baska bir ¢alismada ise lipoik asidin (LA), VPA ile
olusturulan toksisitede VPA uygulanan grubun karaciger DF aktivitesinde, kontrol grubuna
gore anlamli degisim yapmadigi; siganlara LA verilmesinin, VPA grubunda DF aktivitesinde
anlamli artisa neden oldugu saptanmistir (Giiler, 2016). M. oleifera’nin VPA verilen sicanlarda
tikiiriik bezleri iizerine olas1 koruyucu etkisinin incelendigi ¢alismada ise DF aktivitesi
acisindan fark tespit edilmemistir (Cergel, 2023). Literatiirdeki bu farkli sonuglar, doku

toksisitesinde VPA'nin mekanizmasinin hala tam anlasilmadiginin bir gostergesidir.

Oksidatif stres deride ve viicuttaki diger dokularda cesitli hasarlara sebebiyet verir. Bunun
yaninda agir1 ROS tiretimi organizmada antioksidan sistemde degisimlere neden olur. Biyolojik
numunelerdeki ve doku homojenatlarindaki TAK ve TOK seviyeleri, antioksidan durumun ve
oksitleyici hasarin derecesinin belirlenmesi i¢in siklikla kullanilan faydali biyobelirteglerdir.
Oksidatif strese bagli olarak dokularda total antioksidan miktarinin azaldigi, total oksidan
miktarinin arttig1 bilinmektedir (Miftari, 2021). Deri 6rneklerinde TAK degerleri V grubunda
kontrol gruplaria (K ve KM) gore anlamli olarak azaldi, VM grubunda ise V grubuna gore ve
KM grubunda ise K grubuna gore anlamli olarak artti. Buna karsin TOK degerleri ise V
grubunda kontrol gruplarina (K ve KM) gore anlamli olarak artti, VM grubunda ise V grubuna
gore ve KM grubunda ise K grubuna gore anlamli olarak azaldi. Calismamizdaki TAK ve TOK
degerlerleri arasindaki ters oranti literatiirdeki mevcut ¢calismalar1 destekler niteliktedir. VPA
verilen grupta artmis TOK ve azalmig TAK degerleri, valproatin ve metabolitlerinin neden
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oldugu oksidatif stresin ve ROS detoksifikasyonuna yonelik antioksidanlarin asiri
kullanildiginin gostergeleridir. M. oleifera ekstrati verilen VM grubu bu degerleri tersine
cevirmistir. Buradan da M. oleifera yapraklarmin igerdigi antioksidanlarin parametreler
tizerinde olumlu etkiler gosterdigi sonucuna ulasilmaktadir. Literatiirdeki VPA uygulamasi
yapilan ve M. oleifera’nin koruyucu etkisinin incelendigi farkli doku tiplerinde de bu durum
saptanmistir. Mide dokusunda (Miftari, 2021), kasta (Ertik ve ark., 2022) ve tiikiiriik bezlerinde
(Cergel, 2023) VPA uygulanan siganlarda TOK miktarinin arttigi, moringa ekstresi
uygulanmasi ile artmis olan TOK miktarmin azaldigir saptanmistir. Beyin dokusu iizerinde
yapilan ¢alismada VPA grubunda olusan hasar nedeni ile TAK 1 azaldigi, TOK’un arttigi;
ALA uygulanmasi ile azalmis olan TAK 1 arttig1, artmis olan TOK’un ise azaldig1 saptanmistir
(Turkyilmaz ve ark., 2020). Deri hasarina sebep oldugu bilinen ultraviolet A ve B (UVAB)’nin
olumsuz etkilerini gidermek i¢in ¢esitli antioksidanlarin uygulandigi bir ¢alismada UVAB
grubunun, kontrol grubu ile karsilastirildiginda TAK degerinde anlamli bir fark gézlenmedigi
ve TOK degerinde ise anlamli bir artis gézlendigi; tedavi gruplarindaysa TAK degerinin artig
gosterdigi ve TOK degerinin anlamli derecede azaldigi gézlemlenmistir (Yildirimvuran, 2019).
Bunun nedeninin ALA’nin oksidatif strese karst koruyucu bir madde oldugu seklinde
degerlendirilmistir. Calismamizin sonuglari bu ¢aligmalarla paralellik gostermektedir.
Calismamizin bu sonuglar1 M. oleifera’nin VPA’nin deride olusturdugu oksidatif hasara kars1

diizenleyici ve koruyucu etki gosterdigine kanit olarak gdsterilebilir.

Ozellikle son senelerdeki arastirmalarla birlikte bor mineralinin adindan sikca
bahsedilmektedir. Borun; insan sagligi i¢in mineral ve hormon metabolizmasinda, kemik
gelisiminde, antioksidan savunma ve bagisiklik sisteminde, yara iyilesmesinde, enerji
metabolizmasinda onemli gorevleri oldugu bilinmektedir (Kuru ve Yarat, 2017). Bor,
hiicrelerde GSH’1 artirp, oksidatif stresi ve hasarini azaltan NADPH bilesiginin seviyelerini
diizenleyen 6nemli bir elementtir (Ugkun, 2013). Yapilan bir ¢alisma borun doza bagimli bir
sekilde; si¢anlarin ¢esitli dokularinda malatiyon (malathione) kaynakli oksidatif stresi etkili bir
sekilde onledigi, hiicre ¢ogalmasini korudugu ve sicanlarda hasarli doku rejenerasyonunu
arttirdigi gézlenmistir (Coban ve ark., 2015). Diyete bor takviye (100 mg/kg) edilmesiyle LPO
miktarinin azaldigini, antioksidan sistemin ve vitamin durumunun iyilestigini gosteren bir
calisma da vardir (Ince ve ark., 2010). Borun yara dokusunda antioksidan veya oksidan
parametreler tizerine etkilerini aragtiran bir calismada; hem lokal hem de oral olarak uygulanan
borun MDA’y1 6nemli diizeyde diislirdiigli; GSH, SOD ve KAT diizeylerini arttirdig1 tespit

edilmistir (Konca ve ark., 2018). Bu da borun giiglii bir antioksidan 6zelligi tasidigini
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gostermektedir. Yapilan caligmalarla borun yararli etkileri heniiz tam anlasilmis degildir bu

yiizden daha fazla ¢aligmalara gereksinim vardir (S6giit ve Acar, 2020).

Calismamiz deride bor tayininin yapildigi nadir ¢alismalardan biridir. Deri homojenatlarinda
bor degerleri V grubunda kontrol gruplarina (K ve KM) gore anlamli olarak azaldi, VM
grubunda ise V grubuna gore anlamhi olarak artti. Tiikiiriik bezleri tizerinde yapilan bir
calismada bor konsantrasyonunun VPA verilen grupta azaldigi; moringa ekstresi verilmesi ile
bor miktarmin anlamli olarak yiikseldigi saptanmistir (Cergel, 2023). Calisma bunun sebebini

M. oleifera’nin igerdigi bor miktarinin fazla olmasiyla agiklamistir.

Deri proteinlerinin inceleyen ¢aligmalarda farkli molekiil agirhiginda pek ¢ok protein tespit
edilmistir. Derinin yapisal proteinleri baslica kollajen (300kDa), keratin (40-67 kDa), proelastin
(76 kDa), kromogranin (68 kDa), elastin ve retikiilindir (Tunali, 1996; Kanitakis, 2002).
Calismamizda KM grubunda K grubuna gore molekiil agirligt 200kDa olan protein band
yogunlugunda azalma, 75kDa’luk proteinde ve 66 kDa’dan daha diisiik molekiil agirlikli
proteinlerin band yogunluklarinda artma goriildii. V ve VM gruplarinda grubunda molekiil
agirlig1 200kDa olan protein band yogunlugunda K grubuna gore azalma ve KM grubuna gore
ise 66 kDa’dan daha disiik molekiil agirlikli proteinlerin band yogunluklarinda azalma

gozlendi.

Yapilacak yeni ¢alismalarda M. oleifera’nin ve VPA’nin etki mekanizmasinin bu protein ile
ilgisinin aragtirilmas: etki mekanizmalar1 agisindan yararli olabilir. Doku toksisitesinde
VPA'nin mekanizmasi hala karmasik ve belirsiz bir durumdur. Ancak VPA'nin serbest radikal
temizleyici enzimlerin isleyisini etkiledigi konusunda genel bir kan1 hakimdir. VPA’nin neden
oldugu oksidatif strese ve bunun sonucunda meydana gelen doku hasarina kars1 M. oleifera
bitkisinin yiiksek koruyucu potansiyeli ve antioksidan 6zelligi sayesinde yeni tedavi edici

yaklagimlar kazanilabilir.

Sonu¢: Calismamizda, moringa bitkisinin %70’lik etanollii ekstresinin, valproatin neden
oldugu oksidatif strese kars1 koruma sagladig1 ve valproat uygulanan siganlarin derilerindeki
bazi antioksidan seviyelerini arttirdigi saptanmistir. Bu nedenle, M. oleifera VPA’nin derideki

yan etkilerinin giderilmesinde ve/veya azaltilmasinda yararl olabilir.

Ozetle Moringa oleifera ekstresinin verilmesi valproik asidin neden oldugu degisen
biyokimyasal parametreleri olumlu yonde etkiledi. Moringa oleifera ekstresi ilaglarin ve
antiepileptik ilaglarin dermatolojik yan etkilerinin 6nlenmesine ve cilt sagligi i¢in yeni terapotik

ilaglarin gelistirilmesine katkida bulunabilir.
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