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Öz

Amaç Hesperidin güçlü antioksidan özelliklere sahip bir bitki � avonoididir. Bu özelliği ile hesperidinin, iskemik hasarın önlenmesinde etkili bir ajan olabileceği düşünülmüştür. 
Bu çalışmanın amacı, sıçanlarda serebral iskemi/reperfüzyon hasarına karşı hesperidinin farklı dozlarının koruyucu etkisini araştırmaktır. 

Yöntem ve 
Gereçler

Çalışmada kontrol, sham, iskemi/reperfüzyon (İ/R), hesperidin 50 (Hes 50) ve hesperidin 100 (Hes 100) olmak üzere 5 grup hazırlandı. Her grupta 8 adet olmak üzere 
toplam 40 adet erkek Sprague-Dawley cinsi sıçan kullanıldı. İskemi oluşturmak için Pulsinelli ve Brierly’nin dört damar oklüzyon modeli kullanıldı. 30 dakika iskemi ve 30 
dakika reperfüzyon uygulandı. Hesperidin, iskemiden 30 dakika önce intraperitonal olarak enjekte edildi. Histopatolojik çalışma için beyin dokusuna hematoksilen eozin 
boyaması uygulandı. Ayrıca beyin dokusunda SOD, CAT, MDA ve total protein seviyeleri belirlendi. Moleküler belirteç olarak ise TNF-α mRNA ekspresyon seviyeleri 
RT-qPCR tekniği ile ölçüldü.

Bulgular İ/R grubunda kontrol grubuna göre CAT ve SOD değerlerinde azalma, MDA değerinde artış, toplam protein değerinde hafif artış saptandı. Hes 50 ve Hes 100 gruplarında, 
İ/R grubu ile kıyaslandığında CAT, SOD değerleri arttı, MDA ve toplam protein değerleri önemli ölçüde azaldı. İ/R grubunda kontrol grubuna kıyasla hipokampusun CA1 
bölgesinde önemli bir nöron kaybı gözlendi. Hes 50 grubunda İ/R grubuna göre hipokampustaki nöron hasarının azaldığı ve nöron sayısının istatistiksel olarak anlamlı dü-
zeyde arttığı bulundu. Beyin dokusundaki TNF-α mRNA ekspresyon değerleri, İ/R grubunda kontrol ve sham gruplarına göre anlamlı derecede yüksekti. Hes 50 grubunda 
İ/R grubuna kıyasla mRNA ekspresyon miktarında önemli bir azalma gözlendi (p<0,05).

Sonuç Bu çalışmanın sonuçlarına göre, antioksidan potansiyeli olan hesperidin, serebral iskemi/reperfüzyonunun neden olduğu oksidatif stres hasarına karşı nöroprotektif ve an-
tiin� amatuar etkiler göstermiştir. Düşük doz hesperidin (Hes 50) grubunda antiin� amatuar ve nöroprotektif etkiler öne çıkarken, hem Hes 50 hem de Hes 100 gruplarında 
antioksidan etkinin daha baskın olduğu tespit edilmiştir.

Anahtar 
Kelimeler

Serebral iskemi; reperfüzyon; hesperidin; koruyucu etki.

Abstract

Introduction Hesperidin is a plant � avonoid with powerful antioxidant properties. With this feature, hesperidin was thought to be an e� ective agent in the prevention of ischemic damage. � e 
aim of this study was to investigate the protective e� ect of di� erent doses of hesperidin against cerebral ischemia/reperfusion injury. 

Materials and 
Methods

In this study, 5 groups were prepared as control, sham, ischemia/reperfusion (I/R), hesperidin50 (Hes 50), and hesperidin100 (Hes 100). 40 male Sprague-Dawley rats, 8 in 
each group, were used. Four vessel occlusion model was used to induce ischemia. 30minutes of ischemia and 30minutes of reperfusion were applied. Hesperidin was injected 
intraperitoneally 30minutes before ischemia. Hematoxylin eosin staining were performed, SOD, CAT, MDA, and total protein levels were determined in brain tissue. As a 
molecular marker, TNF-α mRNA expression levels were measured by RT-qPCR technique.

Results In the I/R group, CAT and SOD values decreased, the MDA value increased, a slight increase in the total protein value was found compared to the control group. CAT, SOD values 
increased, MDA and total protein values decreased signi� cantly in Hes 50 and Hes 100 groups. A signi� cant loss of neurons was observed in the CA1 region of the hippocampus 
in the I/R group compared to the control group. It was found that neuron damage in the hippocampus decreased and the number of neurons increased statistically signi� cantly in 
the Hes 50 group compared to the I/R group. TNF-α mRNA expression values in brain tissue were signi� cantly higher in the I/R group than control and sham groups. A signi� cant 
decrease in the amount of mRNA expression was observed in the Hes50 group compared to the I/R group (p<0.05). 

Conclusion According to the results of this study, hesperidin, which has antioxidant potential, showed neuroprotective and anti-in� ammatory e� ects against oxidative stress damage caused 
by cerebral ischemia/reperfusion. While anti-in� ammatory and neuroprotective e� ects were prominent in the low-dose hesperidin (Hes 50) group, the antioxidant e� ect was 
more dominant in both Hes 50 and Hes 100 groups.

Keywords :  Cerebral ischemia; reperfusion; hesperidin; protective e� ect.
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GİRİŞ
İskemi/reperfüzyon (İ/R) hasarı, dokunun oksijen yok-
sunluğu ile başlayan, serbest oksijen radikallerinin üretimi 
ile devam eden ve in� amatuar yanıtla genişleyen karmaşık 
bir patolojik süreçtir.1 İskemik inme dünyada önemli bir 
ölüm nedenidir ve önemli sakatlıklara neden olur. İnme-
nin önemli bir kısmı serebral damarların trombozu veya 
embolik oklüzyonu sonucu oluşur.2 İnme ve serebral İ/R 
hasarının patogenezinde süper oksit radikallerinin önemli 
rolü vardır. Bu nedenle serebral İ/R tedavisinde süper oksit 
radikallerini süpürücü antioksidan uygulamalar ile ilgili 
çalışmalara ilgi artmıştır.

Hesperidin (3,5,7-trihidroksi-4-metoksi� avanon) limon, 
greyfurt, portakal, domates ve kirazda bol miktarda bulu-
nan bir bitki biyo� avonoididir. Mükemmel radikal süpü-
rücü aktiviteye, analjezik, anti-kanserojen, anti-hipertan-
sif, anti-viral, anti-alerjik, radyoprotektif, anti-in� amatuar, 
antioksidan etkiler gibi farmakolojik aktivitelere sahiptir.3-7 

Bu çalışmada, histopatolojik çalışma için beyin dokuları-
na hematoksilen eozin boyama uygulandı. Biyokimyasal 
inceleme için ise oksidatif hasarın önemli belirteçlerinden 
olan MDA (malondialdehit), SOD (süper oksit dismutaz), 
CAT (katalaz) seviyeleri ve toplam protein değerleri tespit 
edildi. MDA, lipid peroksidasyonunun en hassas göster-
gelerinden biridir.8 Yağ asitleri, O2 ve metal katalizörler 
(Fe+2, Cu+) bulunduğu sürece lipid peroksidasyonu yeni 
serbest radikallerin oluşumuna yol açar. Bu nedenle reper-
füzyon periyodu lipid peroksidasyonu için oldukça uygun-
dur.8 Lipid peroksidasyonu nedeniyle membran geçirgen-
liğinde bozulma, membrana bağlı Na+-K+-ATPase enzim 
aktivitelerinde azalmaya neden olur. Sonuç olarak protein 
sentezi, değişimi ve protein sentezi için hayati önem taşı-
yan K+ ve Mg+ konsantrasyonları engellenir. Artan lipid 
peroksidasyonu ayrıca proteolitik lizozomal enzimlerin ve 
mitokondriyal matris enzimlerinin sitoplazmaya salınma-
sına neden olabilir. Bu, hücre içi proteolize ve hücresel yı-
kıma yol açar. Bu koşullar altında, SOD ve katalaz gibi an-
tioksidan enzimleri içeren antioksidan savunma sistemi, 

nöronal hücrelerin reaktif oksijen türlerinin neden olduğu 
ölüme karşı direncinde çok önemli bir role sahiptir.9

Çalışmada ayrıca, iskemi ile miktarı artan in� amasyon fak-
törlerinden biri olan TNF-α (tümör nekroz faktör) geninin 
mRNA ekspresyon miktarı belirlendi. Yapılan çalışmalar, 
postiskemik yanıtta TNF-α, IL-1β ve IL-6 gibi proin� a-
matuar sitokinlerin salınımının arttığını göstermektedir. 
İskemi-reperfüzyon sonucu TNF-α, IL-1β ve IL-6 düzey-
lerindeki artış ile mortalite, akut solunum sıkıntısı send-
romu ve çoklu organ yetmezliği riskinde artış arasında 
ilişki vardır.10 İskemi-reperfüzyon sırasında artan hücre içi 
Ca+2 tarafından yönlendirilen patolojik süreç, kalsiyum 
pirofosfat ve ürik asit oluşumudur. Bu süreç, iskemi-re-
perfüzyon hasarını şiddetlendiren TNF-α ve IL-1β (inter-
lökin-1β) gibi in� amatuar faktörleri aktive eden sinyaller 
gönderir. Bu sitokinler, diğer sitokinlerin ve kemokinlerin 
ekspresyonunu arttırarak derin iltihaplanma ile daha fazla 
hücre hasarını tetikleyecek bir sitokin fırtınasını ateşler.11

Bu çalışmada, güçlü bir antioksidan etkiye sahip olan hes-
peridinin deneysel olarak oluşturulan serebral iskemi/re-
perfüzyon hasarına karşı beyin dokusunda farmakolojik, 
histopatolojik ve biyokimyasal koruyucu etkileri araştırıl-
mıştır.

GEREÇ ve YÖNTEMLER
Bu çalışma Kütahya Sağlık Bilimleri Üniversitesi Tıp Fa-
kültesi Deney Hayvanları Yetiştirme Araştırma ve Uygu-
lama Merkezi laboratuvarında gerçekleştirilmiştir. Hayvan 
deneyleri için gerekli etik izinler Kütahya Sağlık Bilimleri 
Üniversitesi Deney Hayvanları Etik Kurulu’ndan alınmış-
tır (No: 2017.06.03).

Kimyasal Malzemelerin Hazırlanması
Hesperidini çözmek için çözücü olarak dimetil sülfoksit 
(DMSO, Sigma-Aldrich, ABD)  kullanıldı (Hesperidin, C 
28 H 34 O 15 , Moleküler ağırlık: 610,56, sa� ık ≥ %95, CAS 
Numarası: 520-26-3, Santa Cruz Biotechnology, Inc. Dal-
las, Texas, ABD).
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Deney Grupları
Çalışmada 40 adet erkek Sprague-Dawley sıçan kullanıldı. 
Gruplar şu şekilde oluşturuldu;
• Kontrol grubu (n=8): Bu gruptaki sıçanlara herhangi 

bir uygulama yapılmadı.
• Sham grubu (n=8): Bu gruptaki sıçanlara cerrahi iş-

lem uygulandı ancak iskemi/reperfüzyon hasarı oluş-
turulmadı. 1.5 ml/kg DMSO cerrahi işlemden 1 saat 
önce intraperitonal olarak verildi.12

• İskemi/Reperfüzyon (İ/R) grubu (n=8): Bu gruptaki 
sıçanlaralara yarım saat iskemi ve yarım saat reper-
füzyon uygulandı.

• Hesperidin 50 mg/kg + İ/R grubu (Hes 50) (n = 8): Bu 
gruptaki sıçanlara iskemiden bir saat önce 50 mg/kg 
hesperidin intraperitonal olarak verildi. Ardından ya-
rım saat iskemi ve yarım saat reperfüzyon uygulandı.

• Hesperidin 100 mg/kg + İ/R grubu (Hes 100) (n = 
8): Bu gruptaki sıçanlara iskemiden bir saat önce 100 
mg/kg hesperidin intraperitonal olarak verildi. Ar-
dından yarım saat iskemi ve yarım saat reperfüzyon 
uygulandı.

Serebral İskemi/Reperfüzyon Oluşturma Metodu
Çalışmamızda iskemi oluşturmak için Pulsinelli ve Brier-
ly’nin dört damar oklüzyon modeli kullanıldı.13 Anestezi ve 
analjeziden sonra boyun dorsalinin orta hattında bir kesi 
yapıldı ve bipolar elektrokoter ile her iki Arteria vertebra-
lis C1 foramen alaris boyunca koterize edildi. Koter uy-
gulamasından 24 saat sonra sıçanların boynuna, anestezi 
altında orta hat kesisi yapıldı. Mikrodiseksiyon ile karotid 
arterlere ulaşıldı ve her iki Arteria carotis communis vas-
co bulldog klemp ile 30 dakika kapalı tutuldu. Daha sonra 
klempler çıkarılarak 30 dakika reperfüzyon uygulandı.

Deney sonunda sıçanlar sakrifiye edildi ve geniş bir kra-
niektomi ile beyinleri çıkarıldı. Beyin dokuları üç bölüme 
ayrıldı. İlk parça histopatolojik inceleme için %10 formal-
dehit solüsyonuna konuldu. İkinci ve üçüncü parçalar bi-
yokimyasal ve moleküler çalışmalar için -80˚C’de saklandı.

Histolojik İnceleme
% 10’luk formaldehit solüsyonuna konulan beyin dokuları, 
rutin doku fiksasyon işlemlerinden sonra parafine gömül-
dü ve mikrotom ile 5-10 µm’lik kesitler alındı. Dokulara 
hematoksilen eozin boyaması yapıldı. Kesitler mikroskop 
(Nikon, ECLIPSE Ci-E) altında incelendi, hipokampusun 
CA1 bölgesi fotoğra� andı ve ImageJ görüntü analiz prog-
ramı ile analiz edildi.

Biyokimyasal Analizler
Biyokimyasal analiz için sıçanlardan uygun şekilde alınan 
beyin parçaları analize kadar -80˚C’de saklandı. Analizler-
den önce beyin dokuları, pH 7.4, 50 uM ve 0.25 M sakka-
roz içeren soğutulmuş bir sodyum fosfat tamponu içinde 
8000 rpm’de 5 dakika homojenize edildi. Homojenatlar, 
10.000 rpm’de +4°C’de 30 dakika santrifüj edildi. Elde edi-
len süpernatantta, SOD ve CAT enzim aktiviteleri, MDA 
seviyeleri ve toplam protein miktarı belirlendi.

Katalaz (CAT) aktivite seviyesinin belirlenmesi
CAT aktivitesi, Aebi14 metoduna göre ölçüldü. Analizin 
prensibi, CAT enzimi tarafından hidrojen peroksitin ayrış-
tırılma (H2O2) hız sabitinin belirlenmesi esasına dayanır. 
Bir birim (1U.) CAT, 37oC’de, 60 saniyede 1 µmol hidro-
jen peroksiti dönüştüren enzim aktivitesine eşittir. CAT 
aktivitesi, spektrofotometrik olarak, 240 nm’de bir dakika 
boyunca, numune ve kör absorbans değişimleri gözlemle-
nerek ölçüldü. Sonuçlar U/mg protein olarak hesaplandı.15

Süperoksit dismutaz (SOD) aktivite 
seviyelerinin belirlenmesi

SOD aktivitesinin belirleme yöntemi, SOD’un 6-hidrok-
sidopaminin (6-OHDA) otoksidasyonu üzerindeki inhi-
bisyon etkisinin spektrofotometrik ölçümüne bağlıdır.16,17 
Bir ünite SOD aktivitesi, 37oC’de 1 dakikada 6-OHDA’nın 
otoksidasyonunu % 50 oranında azaltan enzim miktarı 
olarak kabul edilir. Spektrofotometrik ölçümler oksidasyo-
nun 60. saniyesine kadar 490 nm’de yapıldı. Çünkü otok-
sidasyon hız eğrisi ilk dakikada sabittir. Sonuçlar protein 
miktarları tespit edilerek U/mg protein olarak hesaplandı.
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Malondialdehit (MDA) seviyesi tayini
Lipid peroksidasyon indeksi için; yaygın olarak benim-
senen bir yöntem olan ve lipid peroksidasyonunun bir 
ürünü olan MDA seviye tayini, Draper ve Hadley’in18 çi� e 
ısıtma metodu yöntemiyle belirlendi. Yöntemin prensibi, 
tiyobarbitürik asidin (TBA), MDA ile reaksiyon sırasında 
oluşan pembe rengin 532 nm’de spektrofotometrik ölçü-
mü esasına dayanır. MDA konsantrasyonları, MDA için 
1,1,3,3-tetraetoksipropan kullanılarak MDA-TBA komp-
leksinin standart çizelgesi yardımıyla hesaplandı. Sonuçlar 
nmol/mg protein olarak verildi.

Protein miktarı tayini
Doku homojenatlarının protein konsantrasyonu Lowry ve 
ark.’nın yöntemine göre sığır serum albümini kullanılarak 
mg/ml olarak hesaplandı.19 

İstatistiksel Analizler
Elde edilen biyokimyasal analiz sonuçları IBM SPSS Sta-
tistics 20 (IBM, New York, USA) paket programı kullanı-
larak analiz edildi. Gruplar arası karşılaştırmalarda ANO-
VA testi, grup içi karşılaştırmalarda Post-Hoc Tukey testi 
kullanıldı. p<0,05 değeri istatistiksel olarak anlamlı kabul 
edildi.

Moleküler Analiz
Moleküler çalışma için -80˚C’de saklanan beyin parçala-
rından RNA izolasyonu öncesinde beyin dokuları homo-
jenizatör ile homojenize edildi. Ardından santrifüj ile elde 
edilen süpernatanttan High Pure RNA Tissue Kit–Version 
09 (Roche) kullanılarak mRNA izolasyonu yapıldı. Ardın-
dan Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit–Versi-
on 6.0 (Roche) ile cDNA elde edildi. Örnek cDNA’ları PCR 
grade su ile 1:10 oranında dilüe edildi. TNF-α geninin 
mRNA ekpresyon miktarı, FastStart Essential DNA Green 
Master (Roche) kullanılarak kit prosedürlerine uygun ola-
rak RT-qPCR ile tespit edildi. Bunun için aşağıda dizilimi 
verilmiş olan özel üretim primerler kullanıldı. RT-qPCR 
sonucunda örneklere ait CP değerleri ve melting eğrileri 
belirlendi. Elde edilen veriler LightCycler 480 Instrument 

So� ware Version 1.5.1 kullanılarak analiz edildi.
Sıçan TNF-α (Forward): 
5’ TGAACTTCGGGGTGATCG 3’
Sıçan TNF-α (Reverse): 
5’ GGGCTTGTCACTCGAGTTTT 3’

Housekeeping Gen
Normalizasyon için housekeeping gen olarak β-Aktin geni 
kullanıldı. Kullanılan β-Aktin geninin özel üretim primer 
dizilimleri aşağıda verilmiştir.

β-Aktin (Forward): 5’ CCCGCGAGTACAACCTTCT 3’
β-Aktin (Reverse): 5’ CGTCATCCATGGCGAACT 3’

BULGULAR
Histolojik Bulgular

Kontrol ve sham gruplarında, hipokampusun CA1 böl-
gesinde nöronların çoğunda, perikaryonun merkezinde 
homojen boyanmış bir sitoplazma ile çevrili yuvarlak veya 
oval şekilli belirgin nukleollusa sahip bir nukleus vardı 
(Şekil 1.a). Sham ve kontrol grubunda hipokampal nöron-
lar belirli bir düzende sıralanmıştı.
 
İ/R grubundaki sıçan hipokampüsünün CA1 nöronları, 
dejenerasyonla tutarlı morfolojik değişiklikler gösterdi.  
İ/R grubunda nöronların çoğu dejenerasyonun bir göster-
gesi olan sitoplazmalarının ve nukleusunun yoğuşması ne-
deniyle koyu bir boyanma gösterdiler. İ/R grubunda belir-
gin bir CA1 nöron kaybı gözlendi. İ/R grubunda nöronlar, 
artan hücreler arası mesafe dolayısıyla aralıklı ve gelişigü-
zel dağılmış bir şekilde düzensiz bir sıralanma gösterdiler 
(Şekil 1.b).

Hes 50 grubunda İ/R grubuna kıyasla, hipokampustaki 
nöron hasarı azalmış ve istatistiksel olarak anlamlı bir şe-
kilde nöron sayısı artmıştı (p=0,0018) (Şekil 1.c). Hes 100 
grubunda ise nöronal hasar ve nöron sayısı bakımından 
istatistiksel olarak anlamlı bir fark gözlenmedi (p=0,961) 
(Şekil 1.d).
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Şekil 1. a. Kontrol grubunda hipokampusun CA1 bölgesin-
de nöronların boyanmaları homojen, çekirdekleri büyük ve 
yuvarlaktı ve nükleolusları belirgindi. b. İ/R grubunda hi-
pokampusdaki CA1 bölgesinde çok sayıda pinotik nukleuslu 
koyu ve küçülmüş nöron gözlendi. İ/R grubunda nöron kay-
bı dolayısıyla nöronlar arası mesafe genişti ve düzensiz bir 
dağılım gözlendi. c. Hes 50 mg/kg grubunda hipokampusun 
CA1 bölgesinde az sayıda hasarlı nöron gözlendi. d. Hes 100 
mg/kg grubunda hipokampusun CA1 bölgesinde çok sayıda 
hiperkromatik nöron ve nöron kaybı gözlendi, H&E, 40X.

Biyokimyasal Bulgular
Biyokimyasal analiz sonuçları Tablo 1’de verilmiştir.

CAT enzim aktivite seviyesi
CAT enzim aktivite düzeyi kontrol grubunda 0,98±0,32, 
sham grubunda 0,81±0,27, reperfüzyon sonrası İ/R gru-
bunda 0,93±0,64, Hes 50 ve Hes 100 gruplarında ise sıra-
sıyla 0,97±0,88 ve 1,13±0,24 U/mg protein olarak bulun-
muştur.

CAT değerleri açısından kontrol ve sham grupları arasında 
anlamlı bir fark gözlenmemiştir. (p=0,165). İ/R grubunda 
CAT enzim aktivite düzeyindeki azalma kontrol grubu-
na göre hafif bir düşüş göstermesine rağmen istatistiksel 
olarak anlamlı değildir (p = 0.989). Hes 50 grubundaki 
CAT enzim aktivite düzeyindeki artış İ/R grubu ile kar-
şılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı bulunmazken 
(p=0.965), Hes 100 grubunda istatistiksel olarak anlamlı-
dır (p=0.029). Hes 50 ve Hes 100 gruplarının CAT değer-
leri, kontrol ve İ/R grupları ile karşılaştırıldığında anlamlı 
olarak artmıştır (sırasıyla p=0.086, p=0.000). Hes 50 ve 
Hes 100 grupları arasında istatistiksel olarak anlamlı bir 
fark yoktur (p=0.125) (Şekil 2).

SOD enzim aktivite seviyesi
SOD enzim aktivite düzeyi kontrol grubunda 5,53±0,72, 
sham grubunda 5,43±0,25, reperfüzyon sonrası İ/R gru-
bunda 4,44±1,08, Hes 50 grubunda 6,33±0,95 ve Hes 100 

Tablo 1. Grupların biyokimyasal analiz sonuçlarının karşılaştırılması.

Kontrol
(n=8)

Sham
(n=8)

İ/R 
(n=8)

Hes 50 
(n=8)

Hes 100
 (n=8)

CAT (U/mg. protein) 0.98±0.12a 0.81±0.17a 0.93±0.24a 0.97±0.31b 1.13±0.24b

SOD (U/mg. protein) 5.53± 0.72a 5.43±0.85a 4.44 ± 1.08b 6.33±0.95c 6.87±0.55c

MDA (nmol/mg. protein) 9.34±0.65a 10.31±0.61a 17.32±1.13b 12.55±0.82c 11.43±0.70d

T. Protein (mg/ml) 88.50±0.24a 91.30±0.81a 90.80±0.72a 90.30±0.60a 83.70±0.19a

Sonuçlar ortalama ± SD olarak verilmiştir.
* : Bir parametreye ait değerler birbirleri ile istatistiksel anlamlılık bakımından karşılaştırılmış ve anlamlılık düzeyi harf ile gösterilmiştir. 
Yatay düzlemde aynı har� erle gösterilen değerler arasında istatistiksel olarak anlamlı fark yoktur, (p> 0.05), farklı har� erle gösterilen değer-
ler ise birbirinden istatistiksel olarak anlamlı şekilde farklıdır (p <0.05).
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grubunda 6,87±0,55 U/mg protein olarak bulunmuştur. 

Şekil 2. Grupların ortalama CAT (katalaz) seviyeleri (* İ/R 
grubuna kıyasla p <0.05).

Kontrol ve sham grupları arasında SOD değerleri açısın-
dan istatistiksel olarak anlamlı bir fark tespit edilmemiştir. 
İ/R grubundaki SOD enzim aktivite düzeyindeki düşüş, 
kontrol ve sham grupları ile karşılaştırıldığında istatistik-
sel olarak anlamlıdır (p=0.006), (p=0.0014). İ/R grubu ile 
karşılaştırıldığında Hes 50 ve Hes 100 gruplarının SOD 
enzim aktivite düzeyi anlamlı olarak yükselmiş ve kontrole 
yakın bir değere ulaşmıştır (p=0.000), (p=0.000). Hes50 ve 
Hes100 grupları arasında SOD değerleri açısından anlamlı 
bir fark bulunmamıştır (p=0,380), Sham grubu ile Hes 50, 
Hes 100 grupları arasında anlamlı istatistiksel fark bulun-
du (p=0.0031), (p=0.0000). (Şekil 3)

Şekil 3. Grupların ortalama SOD (süperoksit dismutaz) se-
viyeleri (* İ/R grubuna kıyasla p <0.05).

MDA seviyeleri
MDA seviyesi kontrol grubunda 9.34±0.2 nmol/mg ve 
sham grubunda 10.31±0.6 nmol/mg iken, reperfüzyon 
sonrası İ/R grubunda 17.32±0.1 nmol/mg’a yükselmiştir. 
Hes 50 ve Hes 100 gruplarında ise sırasıyla 12.55 ± 0.8 ve 
11.43 ± 0.7 nmol/mg’a düşmüştür.

Grupların MDA değerleri incelendiğinde, İ/R grubundaki 
MDA düzeyi artışı kontrol grubuna göre istatistiksel ola-
rak anlamlıdır (p = 0,000). MDA seviyeleri, Hes 50 ve Hes 
100 gruplarında İ/R grubu ile kıyaslandığında istatistiksel 
olarak anlamlı derecede azalmıştır (sırasıyla p = 0,000, p = 
0,000). Hem Hes 50 hem de Hes 100 gruplarının MDA de-
ğerlerindeki düşüş kontrole yakın gerçekleşmiştir. Hes 50 
ve Hes 100 grupları arasında ise istatistiksel olarak anlamlı 
bir fark tespit edilmiştir. (p = 0,007) (Şekil 4).

Şekil 4. Grupların ortalama MDA (malondialdehit) seviye-
leri (* İ/R grubuna kıyasla p <0.05).

Toplam protein seviyesi
Toplam protein seviyesi kontrol grubunda 88,50±0,2, 
sham grubunda 91.30±0.8, reperfüzyon sonrası İ/R gru-
bunda 90.80±0.7, Hes 50 grubunda 90.30±0.6 ve Hes 100 
grubunda ise 83,70±0,1 mg/ml olarak bulunmuştur.

Kontrol grubuna göre İ/R grubunun toplam protein dü-
zeyindeki artış, istatistiksel olarak anlamlı değildir. (p = 
0.954). Hes 50 ve Hes 100 gruplarının toplam protein sevi-
yesi İ/R grubu ile karşılaştırıldığında bir miktar düşmüştür 
fakat bu düşüş istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır 
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(p = 1.000), (p = 0.225). Toplam protein değerleri açısın-
dan Hes 50 ve Hes 100 grupları arasında da anlamlı bir 
fark yoktur. (p = 0.290).

Moleküler analiz sonuçları
Beyin dokularından RNA izole edildikten sonra TNF-α 
mRNA ekspresyon değerleri, RT-qPCR tekniği ile belirlen-
di. Sonuçlara göre, beyin dokusunda mRNA ekspresyon 
değerleri açısından kontrol grubu ile sham grubu arasında 
fark gözlenmemiştir.

TNF-α mRNA ekspresyonunun, kontrol ve sham grupları-
na kıyasla İ/R grubunda önemli ölçüde daha yüksek oldu-
ğu tespit edilmiştir.

İskemi/reperfüzyon öncesi koruyucu olarak 50 mg/kg 
hesperidin uygulanan Hes 50 grubunda mRNA ekspres-
yon miktarında İ/R grubuna göre anlamlı bir azalma göz-
lenmiştir. Hes 100 grubunda ise İ/R grubuna göre TNF-α 
mRNA ekspresyon miktarında hafif bir azalma saptanmış-
tır. Fakat bu azalma istatistiksel olarak anlamlı değildir.

Grupların TNF-α mRNA ekspresyon seviyeleri Şekil 5’te 
verilmiştir.

Şekil 5. Grupların TNF-α mRNA ekspresyon seviyeleri

TARTIŞMA
Beyin oksidatif stres hasarına karşı çok hassastır. Çünkü 
beynin oksidatif metabolik aktivite hızı yüksek, antioksi-
dan kapasitesi nispeten düşüktür ve nöronal onarım ye-
tersizdir. Bu sebeple iskemi durumlarında oksidatif stresin 
sebep olduğu hasarı en aza indirgeyecek koruyucu antiok-
sidan uygulamalar önem arzetmektedir.20 Hesperidin, li-
pofilik yapıya sahip metoksillenmiş bir narenciye � avono-
ididir. Diğer � avonoidlerden daha yüksek bir antioksidan 
etkiye sahiptir. Hücresel antioksidan inhibitör enzimleri 
aktive etme yeteneğini koruyan 3 hidroksil grubuna sa-
hiptir.4 Bu nedenle hesperidin, iskeminin erken evresinde 
in� amatuar yanıtı önlemesi ve antioksidan savunma sis-
temini aktive etmesi, iskemik hasarı azaltması açısından 
önemlidir. Hesperidinin sıçan serebral iskemi modelle-
rinde beyin yaralanmalarını hafi� ettiği görülmüştür.21 Biz 
çalışmamızda birçok polifenol bileşikte olduğu gibi potan-
siyel bir antioksidan etkiye sahip olan hesperidinin sereb-
ral iskemi reperfüzyon hasarına karşı koruyucu etkilerini 
araştırdık.22

Önceki çalışmalarda, deneysel iskemi/reperfüzyon ya-
ralanma modelinin oluşturulma süreleri organlara göre 
değişiklik göstermiş, hatta bazı çalışmalarda aynı organ 
üzerinde farklı süreler bile uygulanmıştır. İskemi süresinin 
10 dakika, 30 dakika, reperfüzyon süresinin ise 15 dakika, 
20 dakika ve 24 saat olduğu yayınlar bulunmaktadır.9,23 Bu 
çalışmada 30 dakika iskemi/30 dakika reperfüzyon süresi 
ile iskemi/reperfüzyon hasarı oluşturulmuştur.

Antioksidanların kan-beyin bariyerini geçme yeteneği, 
potansiyel bir nöroprotektif ajan olarak kabul edilmeleri 
için temel bir ön koşuldur. Önceki çalışmalara göre, hespe-
ridinin de kan beyin bariyerini geçebildiği tespit edilmiş-
tir. Hesperidinin nöroprotektif etkisi, hücresel antioksidan 
savunma mekanizmalarını kolaylaştırması ve kan-beyin 
bariyerini geçebilen güçlü radikal süpürücü özelliklere sa-
hip olması ile açıklanabilir.22,24,25

Farklı organlarda İ/R yaralanma modellerinde hesperidi-
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nin antioksidan ve antiin� amatuar etkileri gösterilmiştir. 
Miyokardiyal, intestinal, testis İ/R yaralanmalarına karşı 
hesperidinin koruyucu etkilerine dair çalışmalar bulun-
maktadır.5,26,27

Bu çalışmanın sonuçlarına göre, hesperidinin, serebral 
İ/R hasarına bağlı oksidatif stres ve in� amasyonu azalt-
mada etkili olduğu bulunmuştur. Fakat doza bağlı olarak 
farklı etkiler görülmüştür. Chen ve arkadaşları28 hesperi-
dinin etkilerinin doza bağımlı olduğuna ve hücre tipine 
göre değişebileceğine dikkat çekmiştir. Çalışmamızda 50 
mg/kg dozunda hesperidin ile hipokampus hücrelerinde 
nöroprotektif etki gözlenirken, 100 mg/kg dozunda göz-
lenmedi. Bu durumu hesperedinin doza bağımlı etkisi ile 
açıklayabiliriz. 

Daha önceki çalışmalarda İ/R hasarına karşı 50 mg/kg, 100 
mg/kg hesperidin dozları kullanılmıştır.29-32 Gaur ve arka-
daşları33 serebral İ/R yaralanma modelinde 50 ve 100 mg/
kg dozlarda hesperidin kullanmış ve oksidatif strese kar-
şı antioksidan özellikler tespit etmişlerdir. Benzer şekilde 
Kumar ve Kumar34’ın yaptığı çalışmada da hesperidinin 
50 mg/kg dozunun nöroprotektif etkisi olduğu bildirilmiş-
tir. Çalışma sonuçlarımız bu çalışmaların sonuçları ile tu-
tarlılık göstermektedir.

Kumar ve arkadaşları,35 hiperhomosisteinemik nörotok-
sisite üzerine yaptıkları çalışmalarında, üç farklı dozda 
hesperidin kullanılmışlardır. Hesperidin’in 25 mg/kg do-
zunda koruyucu etkisi bulunmazken, 50 ve 100 mg/kg 
dozlarında koruyucu etkisi olduğu gözlenmiştir. 50 ve 100 
mg/kg dozlarında hesperidinin serebral korteks ve hipo-
kampus bölgesinde nörodejenerasyonu azaltıcı etkileri ol-
duğu belirtilmiştir.35

Tsai ve arkadaşları36 insan kondrosit hücrelerinde hesperi-
dinin doza bağlı antioksidan ve anti-in� amatuar etkilerini 
araştırmıştır. Çalışmada hesperidinin antioksidan akti-
vitesinin doza bağımlı olduğunu belirtmişler ve özellik-
le yüksek doz hesperidin verilen grupta oksidatif stresin 

arttığını ve sitotoksisitenin geliştiğini bulmuşlardır. Düşük 
doz hesperidin kullandıklarında ise bu etkilerin tam tersi-
ni görmüşlerdir.36

CAT ve SOD beyindeki endojen antioksidan savunma 
enzimleridir, bu da beynin İ/R hasarına karşı antioksidan 
potansiyeli olduğunu gösterir. SOD enziminin ana işlevi, 
hücreleri oksidatif hasara karşı korumaktır. Benzer şekilde, 
CAT enzimi ise hücreleri peroksitlerin zararlı etkilerinden 
ve çeşitli reaktif oksijen türleri reaksiyonlarından korur. 
İskemik organ dokusunda antioksidan enzim aktiviteleri 
önemli ölçüde azalır, bu da dokuyu oksidatif strese daha 
duyarlı hale getirir.22 MDA ise, oksidatif stresin önemli 
göstergelerinden olan lipid peroksidasyonun belirtecidir.

Önceki çalışmalar, hesperidinin antioksidan ve radikal 
süpürücü etkileri olduğunu göstermektedir. Kumar ve 
Kumar,34 hesperidinin MDA düzeylerinde azalmaya, SOD 
ve CAT düzeylerinde artışa neden olduğunu ve oksidatif 
stresi azaltan antioksidan bir yapıya sahip olduğunu bildir-
mişlerdir. Yine başka bir çalışmada, hesperidinin sisplatin 
hasarına bağlı negatif SOD, CAT enzim aktiviteleri ve lipid 
peroksidasyon seviyeleri üzerinde iyileştirici etkisi olduğu 
belirlenmiştir.37 

Çalışma modelimizde, serebral İ/R, lipid peroksidasyo-
nundaki artış ve antioksidan savunma sisteminin bileşen-
lerinde bir azalma yoluyla oksidatif stresi önemli ölçüde 
indüklemiştir. Bu çalışmanın verilerine göre İ/R uygula-
ması ile beyin dokusunda özellikle SOD seviyesi önemli 
ölçüde azalırken, MDA seviyesi anlamlı olarak artmıştır. 
Koruyucu olarak hesperidin uygulanan gruplarda bu de-
ğerlerde anlamlı bir düzelme tespit edilmiştir. Bu veriler, 
hesperidinin hem serbest radikallerin salınımını hem de 
hücre zarlarının oksidatif hasarını engelleyebileceği sonu-
cuna varan önceki çalışmalarla oldukça tutarlıdır.5,22,38

TNF-α, sistemik in� amasyonda rol oynar ve apoptotik 
hücre ölümüne neden olan bir faktördür.39 Yapılan çalış-
malarda, serebral İ/R hasarından sonra TNF-α mRNA eks-
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presyonunda bir artış bildirilmiştir.22,40 Meng ve arkadaşla-
rı41 miyokardiyal İ/R yaralanma modelinde, hesperidinin 
antiin� amatuar aktivitesini ve artmış TNF-α seviyesini 
azaltıcı etkisini göstermişlerdir. Benzer şekilde Rizza ve ar-
kadaşları42 da hesperidinin TNF-α  seviyelerindeki azaltıcı 
rolüne ve antiin� amatuar özelliklerine dikkat çekmişler-
dir. Heo ve arkadaşları43 hesperidinin omurilik dokusun-
dan proin� amatuar sitokin üretimini baskılayarak TNF-α 
düzeylerini azalttığını göstermişlerdir. Nasab ve arkadaş-
ları44 farelerde travmatik beyin hasarında sekonder olarak 
gelişen depresyon modelinde hesperidinin nöroprotektif 
etkisini araştırmış ve hesperidinin in� amatuar stokinleri 
(TNF-α, IL-1β) azalttığını belirtmişlerdir. Bu çalışmalar, 
hesperidinin serebral iskemi/reperfüzyon hasarının iyileş-
tirilmesi üzerindeki etkilerinin, antioksidan özelliklerine 
ek olarak TNF-α proin� amatuar sitokinlerini de inhibe 
ederek ortaya çıktığını göstermektedir.

Bu çalışmada, beyin dokusunda TNF-α geninin mRNA 
ekspresyonu, kontrole göre İ/R grubunda önemli ölçüde 
artmıştır. mRNA ekspresyonunun, özellikle Hes 50 gru-
bunda kontrole yakın bir değere düştüğü tespit edilmiştir.
Serebral İ/R, beyin dokusunda histopatolojik hasar ve 
apoptoz insidansını artırır. Global beyin İ/R yaralanma 
modellerinde, hipokampusun piramidal hücreleri iskemi-
ye en duyarlı hücreler olduğundan, bu bölgelerdeki hücre 
kaybı hasar miktarını değerlendirmede bir kriter olarak 
kabul edilir.45

Yapılan çalışmalara göre İ/R hasarı Caspas 3 işaretli apop-
totik hücre sayısında artışa neden olmaktadır.21,46 Meng ve 
arkadaşları,41 miyocardiyal İ/R çalışmasında hesperidinin 
Caspas 3 aktivitesinde önemli bir azalmaya neden olduğu-
nu göstermiştir. Öztanır ve arkadaşları,21 Gaur ve Kumar,29 
Wang ve Chui,47 çalışmalarında hesperidinin nöronal 
apoptozu önlemede etkili olduğunu bildirmişlerdir.

Bu çalışma bulgularına göre, İ/R grubundaki sıçan hi-
pokampusunun CA1 nöronları dejenerasyonla uyum-
lu morfolojik değişiklikler göstermiştir. İ/R grubundaki 

nöronların çoğu, sitoplazmalarının ve çekirdeklerinin yo-
ğunlaşması nedeniyle dejenerasyonun bir göstergesi olan 
koyu boyanma görülmüştür. İ/R grubunda önemli mik-
tarda CA1 nöron kaybı gözlenmiştir. Hücreler arasındaki 
mesafe arttığı için nöronlar aralıklı ve rastgele dağılmış ve 
düzensiz bir şekilde sıralanmışlardır.

Serebral İ/R modelimizde (dört damar oklüzyon modeli), 
İ/R hasarı, nöronların apoptotik durumunun göstergesi 
olan Caspas 3 boyanmış hücre sayısında bir artışa neden 
olmuştur. Koruyucu olarak hesperidin uygulaması, İ/R 
hasarı nedeniyle artan Caspas 3 etiketli hücrelerde önem-
li bir azalma sağlamıştır. Hes 50 ve Hes 100 gruplarının 
hipokampus bölümlerinde hücrelerin yapılarının daha iyi 
korunduğunu söyleyebiliriz. Bu veriler dikkate alındığında 
sonuçlarımız literatürle benzerlik göstermektedir.

Bu çalışmada sadece bir ilaç grubunun olması ve kullanılan 
ilacın etki mekanizmasının net olmaması gibi kısıtlılıklar 
bulunmaktadır. Çalışmada tek bir ilacın (hesperidin) iki 
farklı dozunun etkileri karşılaştırılmıştır. Sonuçlar, etkin-
liği kanıtlanmış başka bir ilaçla karşılaştırılarak destekle-
nebilir. Ayrıca çalışmada hesperidinin iskemi-reperfüzyon 
hasarına karşı koruyucu etkisi belirlenmiş ancak etki me-
kanizması çalışılmamıştır. Elde edilen sonuçlar immün-
histokimyasal verilerle güçlendirilebilir. Bu konu ile ilgili 
yapılacak daha fazla çalışmaya ihtiyaç bulunmaktadır.

SONUÇ
Sonuç olarak, bu çalışmanın verilerine göre, güçlü bir an-
tioksidan olan hesperidin, iskemi/reperfüzyon nedeniyle 
oluşan serbest radikalleri nötralize eder, beyindeki nöron 
kaybını önler ve beynin daha fazla hasar görmesini engel-
ler.

İnsanlarda iskemi-reperfüzyon hasarı oluşmadan önce 
hesperidin profilaktik olarak kullanılarak mevcut riskler-
den kaçınılabilir. Bunun için hesperidin içeren besinlerle 
beslenme alışkanlıkları düzenlenebilir. Bir egzersiz prog-
ramıyla da desteklendiğinde trombolitik riskleri azaltmak 
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mümkün olabilir.
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