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Hesperidin giiglii antioksidan 6zelliklere sahip bir bitki flavonoididir. Bu ézelligi ile hesperidinin, iskemik hasarin 6nlenmesinde etkili bir ajan olabilecegi diistiniilmiistiir.
Bu ¢alismanin amac, siganlarda serebral iskemi/reperfiizyon hasarina karst hesperidinin farkli dozlarinin koruyucu etkisini arastirmaktir.

Galismada kontrol, sham, iskemi/reperfiizyon (I/R), hesperidin 50 (Hes 50) ve hesperidin 100 (Hes 100) olmak iizere 5 grup hazirlandi. Her grupta 8 adet olmak iizere
toplam 40 adet erkek Sprague-Dawley cinsi sigan kullanildi. Iskemi olusturmak igin Pulsinelli ve Brierly’nin dért damar okliizyon modeli kullanildi. 30 dakika iskemi ve 30
dakika reperfiizyon uyguland:. Hesperidin, iskemiden 30 dakika 6nce intraperitonal olarak enjekte edildi. Histopatolojik ¢calisma i¢in beyin dokusuna hematoksilen eozin
boyamasi uygulandi. Ayrica beyin dokusunda SOD, CAT, MDA ve total protein seviyeleri belirlendi. Molekiiler belirte¢ olarak ise TNF-a mRNA ekspresyon seviyeleri
RT-qPCR teknigi ile dl¢iildii.

I/R grubunda kontrol grubuna gére CAT ve SOD degerlerinde azalma, MDA degerinde artis, toplam protein degerinde hafif artis saptandi. Hes 50 ve Hes 100 gruplarinda,
/R grubu ile kiyaslandiginda CAT, SOD degerleri artt, MDA ve toplam protein degerleri 5nemli élgiide azaldu. I/R grubunda kontrol grubuna kiyasla hipokampusun CA1
bélgesinde 5nemli bir néron kayb gézlendi. Hes 50 grubunda I/R grubuna gére hipokampustaki néron hasarmnin azaldigi ve néron sayisinin istatistiksel olarak anlamh dii-
zeyde arttig1 bulundu. Beyin dokusundaki TNF-a mRNA ekspresyon degerleri, I/R grubunda kontrol ve sham gruplarina gére anlamli derecede yiiksekti. Hes 50 grubunda
i/R grubuna kiyasla mRNA ekspresyon miktarinda 6nemli bir azalma gozlendi (p<0,05).

Bu ¢aligmanin sonuglarina gore, antioksidan potansiyeli olan hesperidin, serebral iskemi/reperfiizyonunun neden oldugu oksidatif stres hasarina kars1 noroprotektif ve an-
tiinflamatuar etkiler gostermistir. Diisiik doz hesperidin (Hes 50) grubunda antiinflamatuar ve noroprotektif etkiler 6ne gikarken, hem Hes 50 hem de Hes 100 gruplarinda
antioksidan etkinin daha baskin oldugu tespit edilmistir.

Serebral iskemi; reperfiizyon; hesperidin; koruyucu etki.
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Hesperidin is a plant flavonoid with powerful antioxidant properties. With this feature, hesperidin was thought to be an effective agent in the prevention of ischemic damage. The
aim of this study was to investigate the protective effect of different doses of hesperidin against cerebral ischemia/reperfusion injury.

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 30mij 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-a mRNA expression levels were measured by RT-qPCR technique.

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 significantly in Hes 50 and Hes 100 groups. A significant 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 significantly in
the Hes 50 group compared to the I/R group. TNF-a mRNA expression values in brain tissue were significantly higher in the I/R group than control and sham groups. A significant
decrease in the amount of mRNA expression was observed in the Hes50 group compared to the I/R group (p<0.05).

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

: Cerebral ischemia; reperfusion; hesperidin; protective effect.
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GIiRiS
Iskemi/reperfiizyon (I/R) hasari, dokunun oksijen yok-
sunlugu ile baslayan, serbest oksijen radikallerinin tiretimi
ile devam eden ve inflamatuar yanitla genisleyen karmasik
bir patolojik siirectir.! Iskemik inme diinyada énemli bir
oliim nedenidir ve énemli sakatliklara neden olur. Inme-
nin 6nemli bir kismi serebral damarlarin trombozu veya
embolik okliizyonu sonucu olugur.? Inme ve serebral I/R
hasarinin patogenezinde siiper oksit radikallerinin 6nemli
rolii vardir. Bu nedenle serebral I/R tedavisinde siiper oksit
radikallerini stipiiriicti antioksidan uygulamalar ile ilgili

¢aligmalara ilgi artmustir.

Hesperidin (3,5,7-trihidroksi-4-metoksiflavanon) limon,
greyfurt, portakal, domates ve kirazda bol miktarda bulu-
nan bir bitki biyoflavonoididir. Mitkemmel radikal stipii-
riicti aktiviteye, analjezik, anti-kanserojen, anti-hipertan-
sif, anti-viral, anti-alerjik, radyoprotektif, anti-inflamatuar,

antioksidan etkiler gibi farmakolojik aktivitelere sahiptir.*”

Bu ¢alismada, histopatolojik ¢alisma i¢in beyin dokulari-
na hematoksilen eozin boyama uygulandi. Biyokimyasal
inceleme i¢in ise oksidatif hasarin 6nemli belirteclerinden
olan MDA (malondialdehit), SOD (siiper oksit dismutaz),
CAT (katalaz) seviyeleri ve toplam protein degerleri tespit
edildi. MDA, lipid peroksidasyonunun en hassas goster-
gelerinden biridir.® Yag asitleri, O2 ve metal katalizorler
(Fe+2, Cu+) bulundugu siirece lipid peroksidasyonu yeni
serbest radikallerin olusumuna yol agar. Bu nedenle reper-
fiizyon periyodu lipid peroksidasyonu igin olduk¢a uygun-
dur.® Lipid peroksidasyonu nedeniyle membran gecirgen-
liginde bozulma, membrana bagli Na+-K+-ATPase enzim
aktivitelerinde azalmaya neden olur. Sonug olarak protein
sentezi, degisimi ve protein sentezi i¢in hayati 6nem tagi-
yan K+ ve Mg+ konsantrasyonlar1 engellenir. Artan lipid
peroksidasyonu ayrica proteolitik lizozomal enzimlerin ve
mitokondriyal matris enzimlerinin sitoplazmaya salinma-
sina neden olabilir. Bu, hiicre i¢i proteolize ve hiicresel y1-
kima yol agar. Bu kosullar altinda, SOD ve katalaz gibi an-

tioksidan enzimleri iceren antioksidan savunma sistemi,

noronal hiicrelerin reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu

olume kars1 direncinde ¢ok 6nemli bir role sahiptir.’

Calismada ayrica, iskemi ile miktari artan inflamasyon fak-
torlerinden biri olan TNF-a (tiimor nekroz faktor) geninin
mRNA ekspresyon miktar1 belirlendi. Yapilan ¢aligmalar,
postiskemik yanitta TNF-a, IL-1B ve IL-6 gibi proinfla-
matuar sitokinlerin saliniminin arttigini gostermektedir.
Iskemi-reperfiizyon sonucu TNF-a, IL-1B ve IL-6 diizey-
lerindeki artis ile mortalite, akut solunum sikintist send-
romu ve ¢oklu organ yetmezligi riskinde artis arasinda
iligki vardir."” Iskemi-reperfiizyon sirasinda artan hiicre igi
Ca+2 tarafindan yonlendirilen patolojik siireg, kalsiyum
pirofosfat ve tirik asit olusumudur. Bu siireg, iskemi-re-
perfiizyon hasarini siddetlendiren TNF-a ve IL-1p (inter-
l6kin-1pB) gibi inflamatuar faktorleri aktive eden sinyaller
gonderir. Bu sitokinler, diger sitokinlerin ve kemokinlerin
ekspresyonunu arttirarak derin iltihaplanma ile daha fazla
hiicre hasarini tetikleyecek bir sitokin firtinasini ategler."

Bu ¢alismada, giiclii bir antioksidan etkiye sahip olan hes-
peridinin deneysel olarak olusturulan serebral iskemi/re-
perfiizyon hasarina kars1 beyin dokusunda farmakolojik,
histopatolojik ve biyokimyasal koruyucu etkileri aragtiril-

mustir.

GEREC ve YONTEMLER
Bu caligma Kiitahya Saglik Bilimleri Universitesi Tip Fa-
kiiltesi Deney Hayvanlar1 Yetistirme Arastirma ve Uygu-
lama Merkezi laboratuvarinda gerceklestirilmistir. Hayvan
deneyleri igin gerekli etik izinler Kiitahya Saglik Bilimleri
Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulw'ndan alinmus-
tir (No: 2017.06.03).

Kimyasal Malzemelerin Hazirlanmasi
Hesperidini ¢bzmek i¢in ¢oziicli olarak dimetil siilfoksit
(DMSO, Sigma-Aldrich, ABD) kullanild: (Hesperidin, C
28 H34 0O 15, Molekiiler agirlik: 610,56, saflik > %95, CAS
Numarast: 520-26-3, Santa Cruz Biotechnology, Inc. Dal-
las, Texas, ABD).
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Deney Gruplari

Caligmada 40 adet erkek Sprague-Dawley sican kullanildi.

Gruplar su sekilde olusturuldu;

«  Kontrol grubu (n=8): Bu gruptaki sicanlara herhangi
bir uygulama yapilmadu.

o Sham grubu (n=8): Bu gruptaki sicanlara cerrahi is-
lem uygulandi ancak iskemi/reperfiizyon hasari olus-
turulmadi. 1.5 ml/kg DMSO cerrahi islemden 1 saat
once intraperitonal olarak verildi.'?

o  Iskemi/Reperfiizyon (I/R) grubu (n=8): Bu gruptaki
sicanlaralara yarim saat iskemi ve yarim saat reper-
fiizyon uygulandi.

«  Hesperidin 50 mg/kg + I/R grubu (Hes 50) (n = 8): Bu
gruptaki siganlara iskemiden bir saat 6nce 50 mg/kg
hesperidin intraperitonal olarak verildi. Ardindan ya-
rim saat iskemi ve yarim saat reperfiizyon uygulandi.

o Hesperidin 100 mg/kg + I/R grubu (Hes 100) (n =
8): Bu gruptaki siganlara iskemiden bir saat 6nce 100
mg/kg hesperidin intraperitonal olarak verildi. Ar-
dindan yarim saat iskemi ve yarim saat reperfiizyon

uygulandi.

Serebral iskemi/Reperfiizyon Olusturma Metodu
Caligmamizda iskemi olusturmak i¢in Pulsinelli ve Brier-
ly’nin dort damar okliizyon modeli kullanildi.”* Anestezi ve
analjeziden sonra boyun dorsalinin orta hattinda bir kesi
yapild ve bipolar elektrokoter ile her iki Arteria vertebra-
lis C1 foramen alaris boyunca koterize edildi. Koter uy-
gulamasindan 24 saat sonra siganlarin boynuna, anestezi
altinda orta hat kesisi yapildi. Mikrodiseksiyon ile karotid
arterlere ulasildi ve her iki Arteria carotis communis vas-
co bulldog klemp ile 30 dakika kapali tutuldu. Daha sonra
klempler cikarilarak 30 dakika reperfiizyon uygulandu.

Deney sonunda si¢anlar sakrifiye edildi ve genis bir kra-
niektomi ile beyinleri ¢ikarildi. Beyin dokulari ti¢ béliime
ayrild. flk parca histopatolojik inceleme igin %10 formal-
dehit soliisyonuna konuldu. Tkinci ve iigiincii parcalar bi-

yokimyasal ve molekiiler ¢aligmalar i¢in -80°Cde sakland.

Histolojik inceleme
% 10’luk formaldehit soliisyonuna konulan beyin dokulars,
rutin doku fiksasyon islemlerinden sonra parafine gomiil-
dit ve mikrotom ile 5-10 pum’lik kesitler alindi. Dokulara
hematoksilen eozin boyamasi yapildi. Kesitler mikroskop
(Nikon, ECLIPSE Ci-E) altinda incelendi, hipokampusun
CA1 bolgesi fotografland: ve Image] goriinti analiz prog-

rami ile analiz edildi.

Biyokimyasal Analizler
Biyokimyasal analiz i¢in siganlardan uygun sekilde alinan
beyin parcalar: analize kadar -80° C'de sakland1. Analizler-
den 6nce beyin dokulari, pH 7.4, 50 uM ve 0.25 M sakka-
roz igeren sogutulmus bir sodyum fosfat tamponu i¢inde
8000 rpmde 5 dakika homojenize edildi. Homojenatlar,
10.000 rpmde +4°Cde 30 dakika santrifiij edildi. Elde edi-
len siipernatantta, SOD ve CAT enzim aktiviteleri, MDA

seviyeleri ve toplam protein miktar: belirlendi.

Katalaz (CAT) aktivite seviyesinin belirlenmesi
CAT aktivitesi, Aebi'* metoduna gore ol¢tildii. Analizin
prensibi, CAT enzimi tarafindan hidrojen peroksitin ayris-
tirllma (H202) hiz sabitinin belirlenmesi esasina dayanir.
Bir birim (1U.) CAT, 370Cde, 60 saniyede 1 umol hidro-
jen peroksiti dontistiiren enzim aktivitesine esittir. CAT
aktivitesi, spektrofotometrik olarak, 240 nmde bir dakika
boyunca, numune ve kor absorbans degisimleri gozlemle-

nerek 6l¢iildii. Sonuglar U/mg protein olarak hesaplandi.’®

Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivite
seviyelerinin belirlenmesi
SOD aktivitesinin belirleme yontemi, SOD’un 6-hidrok-
sidopaminin (6-OHDA) otoksidasyonu tizerindeki inhi-
bisyon etkisinin spektrofotometrik 6l¢iimiine baglidir.'¢
Bir iinite SOD aktivitesi, 37°Cde 1 dakikada 6-OHDAnin
otoksidasyonunu % 50 oraninda azaltan enzim miktar1
olarak kabul edilir. Spektrofotometrik él¢timler oksidasyo-
nun 60. saniyesine kadar 490 nmde yapildi. Ciinkii otok-
sidasyon hiz egrisi ilk dakikada sabittir. Sonuglar protein

miktarlari tespit edilerek U/mg protein olarak hesaplandi.
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Malondialdehit (MDA) seviyesi tayini
Lipid peroksidasyon indeksi i¢in; yaygin olarak benim-
senen bir yontem olan ve lipid peroksidasyonunun bir
trini olan MDA seviye tayini, Draper ve Hadley’in® cifte
1sitma metodu yontemiyle belirlendi. Yontemin prensibi,
tiyobarbitiirik asidin (TBA), MDA ile reaksiyon sirasinda
olusan pembe rengin 532 nmde spektrofotometrik 6l¢ii-
mi esasina dayanir. MDA konsantrasyonlari, MDA icin
1,1,3,3-tetraetoksipropan kullanilarak MDA-TBA komp-
leksinin standart cizelgesi yardimiyla hesaplandi. Sonuglar

nmol/mg protein olarak verildi.

Protein miktari tayini
Doku homojenatlarinin protein konsantrasyonu Lowry ve
ark’nin yontemine gore sigir serum albiimini kullanilarak

mg/ml olarak hesapland1.”

Istatistiksel Analizler
Elde edilen biyokimyasal analiz sonuglart IBM SPSS Sta-
tistics 20 (IBM, New York, USA) paket programi kullani-
larak analiz edildi. Gruplar arasi karsilagtirmalarda ANO-
VA testi, grup ici kargilastirmalarda Post-Hoc Tukey testi
kullanildi. p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.

Molekiiler Analiz
Molekiiler ¢aligma i¢in -80°C'de saklanan beyin parcala-
rindan RNA izolasyonu éncesinde beyin dokular1 homo-
jenizator ile homojenize edildi. Ardindan santrifij ile elde
edilen siipernatanttan High Pure RNA Tissue Kit-Version
09 (Roche) kullanilarak mRNA izolasyonu yapildi. Ardin-
dan Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit-Versi-
on 6.0 (Roche) ile cDNA elde edildi. Ornek cDNAlar1 PCR
grade su ile 1:10 oraninda diliie edildi. TNF-a geninin
mRNA ekpresyon miktari, FastStart Essential DNA Green
Master (Roche) kullanilarak kit prosediirlerine uygun ola-
rak RT-qPCR ile tespit edildi. Bunun i¢in asagida dizilimi
verilmis olan 6zel tretim primerler kullanildi. RT-qPCR
sonucunda o6rneklere ait CP degerleri ve melting egrileri

belirlendi. Elde edilen veriler LightCycler 480 Instrument

Software Version 1.5.1 kullanilarak analiz edildi.
Sigan TNF-a (Forward):

5 TGAACTTCGGGGTGATCG 3’

Sican TNF-a (Reverse):

5 GGGCTTGTCACTCGAGTTTT 3’

Housekeeping Gen
Normalizasyon i¢in housekeeping gen olarak f-Aktin geni
kullanildi. Kullanilan B-Aktin geninin 6zel tiretim primer

dizilimleri agagida verilmistir.

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

BULGULAR
Histolojik Bulgular
Kontrol ve sham gruplarinda, hipokampusun CA1 bél-
gesinde noronlarin gogunda, perikaryonun merkezinde
homojen boyanmus bir sitoplazma ile ¢evrili yuvarlak veya
oval sekilli belirgin nukleollusa sahip bir nukleus vardi
(Sekil 1.a). Sham ve kontrol grubunda hipokampal néron-

lar belirli bir diizende siralanmust.

I/R grubundaki sigan hipokampiisiiniin CA1 néronlari,
dejenerasyonla tutarli morfolojik degisiklikler gosterdi.
I/R grubunda néronlarin ¢ogu dejenerasyonun bir goster-
gesi olan sitoplazmalarinin ve nukleusunun yogusmasi ne-
deniyle koyu bir boyanma gésterdiler. I/R grubunda belir-
gin bir CA1 néron kaybi gozlendi. I/R grubunda néronlar,
artan hiicreler aras1 mesafe dolayisiyla aralikli ve gelisigii-
zel dagilmis bir sekilde diizensiz bir siralanma gosterdiler

(Sekil 1.b).

Hes 50 grubunda I/R grubuna kiyasla, hipokampustaki
noron hasar1 azalmis ve istatistiksel olarak anlamli bir se-
kilde néron sayist artmisti (p=0,0018) (Sekil 1.c). Hes 100
grubunda ise noronal hasar ve néron sayist bakimmdan
istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmedi (p=0,961)
(Sekil 1.d).
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Sekil 1. a. Kontrol grubunda hipokampusun CA1 bolgesin-

de néronlarin boyanmalar: homojen, gekirdekleri biiyiik ve
yuvarlakt: ve niikleoluslar belirgindi. b. I/R grubunda hi-
pokampusdaki CA1 bélgesinde ¢ok sayida pinotik nukleuslu
koyu ve kiigiilmiis noron gézlendi. I/R grubunda noron kay-
b1 dolayisiyla noronlar arasi mesafe genisti ve diizensiz bir
dagilim gozlendi. c. Hes 50 mg/kg grubunda hipokampusun
CA1 bélgesinde az sayida hasarl néron gozlendi. d. Hes 100
mg/kg grubunda hipokampusun CA1 bolgesinde ¢cok sayida
hiperkromatik néron ve néron kayb: gozlendi, H&E, 40X.

Biyokimyasal Bulgular

Biyokimyasal analiz sonuglar1 Tablo 1'de verilmistir.

CAT enzim aktivite seviyesi
CAT enzim aktivite diizeyi kontrol grubunda 0,98+0,32,
sham grubunda 0,81+0,27, reperfiizyon sonrasi I/R gru-
bunda 0,93+0,64, Hes 50 ve Hes 100 gruplarinda ise sira-
styla 0,97+0,88 ve 1,13+0,24 U/mg protein olarak bulun-

mustur.

CAT degerleri agisindan kontrol ve sham gruplar1 arasinda
anlamli bir fark gézlenmemistir. (p=0,165). I/R grubunda
CAT enzim aktivite diizeyindeki azalma kontrol grubu-
na gore hafif bir diislis gostermesine ragmen istatistiksel
olarak anlamli degildir (p = 0.989). Hes 50 grubundaki
CAT enzim aktivite diizeyindeki artig I/R grubu ile kar-
silastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmazken
(p=0.965), Hes 100 grubunda istatistiksel olarak anlamli-
dir (p=0.029). Hes 50 ve Hes 100 gruplarinin CAT deger-
leri, kontrol ve I/R gruplari ile karsilagtirildiginda anlamli
olarak artmistir (sirastyla p=0.086, p=0.000). Hes 50 ve
Hes 100 gruplar: arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark yoktur (p=0.125) (Sekil 2).

SOD enzim aktivite seviyesi
SOD enzim aktivite diizeyi kontrol grubunda 5,53+0,72,
sham grubunda 5,43+0,25, reperfiizyon sonrast I/R gru-
bunda 4,44+1,08, Hes 50 grubunda 6,33+0,95 ve Hes 100

Tablo 1. Gruplarin biyokimyasal analiz sonuglarinin kargilastirilmasi.

Kontrol Sham iR Hes 50 Hes 100
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
CAT (U/mg. protein) 0.98+0.12* 0.81+£0.17* 0.93+0.24* 0.97+0.31° 1.13+0.24°
SOD (U/mg. protein) 5.53+0.72* 5.43+0.85* 4.44 +1.08" 6.33£0.95¢ 6.87%0.55¢
MDA (nmol/mg. protein) 9.34£0.65* 10.31+0.61* 17.3241.13° 12.55+0.82¢ 11.43+0.70¢
T. Protein (mg/ml) 88.50+0.24* 91.30+0.81* 90.80+0.72* 90.30+0.60° 83.70+0.19*

Sonuglar ortalama + SD olarak verilmistir.
*: Bir parametreye ait degerler birbirleri ile istatistiksel anlamlilik bakimindan kargilagtirilmig ve anlamlilik diizeyi harf ile gosterilmistir.
Yatay diizlemde ayni1 harflerle gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktur, (p> 0.05), farkli harflerle gosterilen deger-
ler ise birbirinden istatistiksel olarak anlamli gekilde farklidir (p <0.05).
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grubunda 6,87+0,55 U/mg protein olarak bulunmustur.

Ortalama CAT (U/mg protein)

*

0,5

Kontrol Sham R Hes 50 Hes 100

Sekil 2. Gruplarin ortalama CAT (katalaz) seviyeleri (* I/R
grubuna kiyasla p <0.05).

Kontrol ve sham gruplari arasinda SOD degerleri agisin-
dan istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir.
I/R grubundaki SOD enzim aktivite diizeyindeki diisiis,
kontrol ve sham gruplar ile karsilastirildiginda istatistik-
sel olarak anlamlidir (p=0.006), (p=0.0014). I/R grubu ile
karsilastirildiginda Hes 50 ve Hes 100 gruplarinin SOD
enzim aktivite diizeyi anlamli olarak yiikselmis ve kontrole
yakin bir degere ulasmistir (p=0.000), (p=0.000). Hes50 ve
Hes100 gruplari arasinda SOD degerleri agisindan anlaml
bir fark bulunmamuistir (p=0,380), Sham grubu ile Hes 50,
Hes 100 gruplar arasinda anlamli istatistiksel fark bulun-
du (p=0.0031), (p=0.0000). (Sekil 3)

Ortalama SOD (U/mg protein)

=3
*
*

Hes 100

Kontrol Sham /R Hes 50

Sekil 3. Gruplarin ortalama SOD (siiperoksit dismutaz) se-
viyeleri (* I/R grubuna kiyasla 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, reperfiizyon
sonrast I/R grubunda 17.32+0.1 nmol/mga yiikselmistir.
Hes 50 ve Hes 100 gruplarinda ise sirasiyla 12.55 + 0.8 ve
11.43 £ 0.7 nmol/mga dismiigtir.

Gruplarin MDA degerleri incelendiginde, I/R grubundaki
MDA diizeyi artist kontrol grubuna gore istatistiksel ola-
rak anlamlidir (p = 0,000). MDA seviyeleri, Hes 50 ve Hes
100 gruplarinda I/R grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel
olarak anlamli derecede azalmistir (sirasiyla p = 0,000, p =
0,000). Hem Hes 50 hem de Hes 100 gruplarinin MDA de-
gerlerindeki diigiis kontrole yakin gerceklesmistir. Hes 50
ve Hes 100 gruplar1 arasinda ise istatistiksel olarak anlaml
bir fark tespit edilmistir. (p = 0,007) (Sekil 4).

Ortalama MDA (nmol/mg protein)
20
15 %
I *
I
10 I
I
5
0
Kontrol Sham IR Hes 50 Hes 100

Sekil 4. Gruplarin ortalama MDA (malondialdehit) seviye-
leri (* I/R grubuna kiyasla p <0.05).

Toplam protein seviyesi
Toplam protein seviyesi kontrol grubunda 88,50+0,2,
sham grubunda 91.30+0.8, reperfiizyon sonrast I/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 bulunmustur.

Kontrol grubuna gore I/R grubunun toplam protein dii-
zeyindeki artis, istatistiksel olarak anlamli degildir. (p =
0.954). Hes 50 ve Hes 100 gruplarinin toplam protein sevi-
yesi I/R grubu ile karsilastirildiginda bir miktar diismiistiir

fakat bu dusiis istatistiksel olarak anlamli bulunmamigtir
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(p = 1.000), (p = 0.225). Toplam protein degerleri a¢isin-
dan Hes 50 ve Hes 100 gruplari arasinda da anlamli bir
fark yoktur. (p = 0.290).

Molekiiler analiz sonuglar:
Beyin dokularindan RNA izole edildikten sonra TNF-a
mRNA ekspresyon degerleri, RT-qPCR teknigi ile belirlen-
di. Sonuglara gore, beyin dokusunda mRNA ekspresyon
degerleri agisindan kontrol grubu ile sham grubu arasinda

fark gézlenmemistir.

TNF-a mRNA ekspresyonunun, kontrol ve sham gruplari-
na kiyasla I/R grubunda énemli él¢iide daha yiiksek oldu-
gu tespit edilmistir.

Iskemi/reperfiizyon oncesi koruyucu olarak 50 mg/kg
hesperidin uygulanan Hes 50 grubunda mRNA ekspres-
yon miktarinda I/R grubuna gére anlamli bir azalma goz-
lenmigtir. Hes 100 grubunda ise I/R grubuna gére TNF-a
mRNA ekspresyon miktarinda hafif bir azalma saptanmig-

tir. Fakat bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildir.

Gruplarin TNF-a mRNA ekspresyon seviyeleri Sekil 5’te

verilmistir.

0,6

0,5

0,4

0,3

0,2

mRNA TNF-a/B-Actin orant

0,1 |

i

Sham

Kontrol R Hes50 Hes100

Sekil 5. Gruplarin TNF-a mRNA ekspresyon seviyeleri

TARTISMA
Beyin oksidatif stres hasarina karsi ¢ok hassastir. Ciinki
beynin oksidatif metabolik aktivite hiz1 yiiksek, antioksi-
dan kapasitesi nispeten diigiiktiir ve néronal onarim ye-
tersizdir. Bu sebeple iskemi durumlarinda oksidatif stresin
sebep oldugu hasari en aza indirgeyecek koruyucu antiok-
sidan uygulamalar 6nem arzetmektedir.** Hesperidin, li-
pofilik yapiya sahip metoksillenmis bir narenciye flavono-
ididir. Diger flavonoidlerden daha yiiksek bir antioksidan
etkiye sahiptir. Hiicresel antioksidan inhibitér enzimleri
aktive etme yetenegini koruyan 3 hidroksil grubuna sa-
hiptir.* Bu nedenle hesperidin, iskeminin erken evresinde
inflamatuar yanit: 6nlemesi ve antioksidan savunma sis-
temini aktive etmesi, iskemik hasar1 azaltmasi agisindan
onemlidir. Hesperidinin sican serebral iskemi modelle-
rinde beyin yaralanmalarini hafiflettigi goralmustiir.* Biz
caligmamizda bir¢ok polifenol bilesikte oldugu gibi potan-
siyel bir antioksidan etkiye sahip olan hesperidinin sereb-
ral iskemi reperfiizyon hasarina kars1 koruyucu etkilerini

aragtirdik.”

Onceki caligmalarda, deneysel iskemi/reperfiizyon ya-
ralanma modelinin olusturulma siireleri organlara gore
degisiklik gostermis, hatta bazi ¢aligmalarda ayni organ
tizerinde farkli siireler bile uygulanmistir. Iskemi siiresinin
10 dakika, 30 dakika, reperfiizyon stiresinin ise 15 dakika,
20 dakika ve 24 saat oldugu yayinlar bulunmaktadir.>* Bu
caligmada 30 dakika iskemi/30 dakika reperfiizyon siiresi

ile iskemi/reperfiizyon hasari olusturulmustur.

Antioksidanlarin kan-beyin bariyerini ge¢me yetenegi,
potansiyel bir néroprotektif ajan olarak kabul edilmeleri
icin temel bir 6n koguldur. Onceki ¢aligmalara gore, hespe-
ridinin de kan beyin bariyerini gecebildigi tespit edilmis-
tir. Hesperidinin noroprotektif etkisi, hiicresel antioksidan
savunma mekanizmalarini kolaylagtirmasi ve kan-beyin
bariyerini gegebilen giiclii radikal siipiiriicii 6zelliklere sa-

hip olmast ile agiklanabilir.?22*%

Farkli organlarda I/R yaralanma modellerinde hesperidi-
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nin antioksidan ve antiinflamatuar etkileri gosterilmistir.
Miyokardiyal, intestinal, testis I/R yaralanmalarina karst
hesperidinin koruyucu etkilerine dair ¢alismalar bulun-

maktadir.>*%%

Bu ¢alismanin sonuglarina gore, hesperidinin, serebral
I/R hasarina bagli oksidatif stres ve inflamasyonu azalt-
mada etkili oldugu bulunmustur. Fakat doza bagl olarak
farkli etkiler goriilmiistiir. Chen ve arkadaslari®® hesperi-
dinin etkilerinin doza bagimli olduguna ve hiicre tipine
gore degisebilecegine dikkat ¢ekmistir. Calismamizda 50
mg/kg dozunda hesperidin ile hipokampus hiicrelerinde
noéroprotektif etki gozlenirken, 100 mg/kg dozunda goz-
lenmedi. Bu durumu hesperedinin doza bagiml etkisi ile

aciklayabiliriz.

Daha énceki galismalarda I/R hasarina kars1 50 mg/kg, 100
mg/kg hesperidin dozlar1 kullanilmistir.?** Gaur ve arka-
daglar1® serebral I/R yaralanma modelinde 50 ve 100 mg/
kg dozlarda hesperidin kullanmis ve oksidatif strese kar-
s1 antioksidan ozellikler tespit etmislerdir. Benzer sekilde
Kumar ve Kumar34'mn yaptig1 ¢alismada da hesperidinin
50 mg/kg dozunun noroprotektif etkisi oldugu bildirilmis-
tir. Calisma sonuglarimiz bu ¢aligmalarin sonuglari ile tu-

tarlilik gostermektedir.

Kumar ve arkadaslar,® hiperhomosisteinemik noérotok-
sisite tizerine yaptiklari ¢aligmalarinda, ti¢ farkli dozda
hesperidin kullanilmislardir. Hesperidin'in 25 mg/kg do-
zunda koruyucu etkisi bulunmazken, 50 ve 100 mg/kg
dozlarinda koruyucu etkisi oldugu gozlenmistir. 50 ve 100
mg/kg dozlarinda hesperidinin serebral korteks ve hipo-
kampus bolgesinde norodejenerasyonu azaltici etkileri ol-

dugu belirtilmigtir.*

Tsai ve arkadaslar®® insan kondrosit hiicrelerinde hesperi-
dinin doza bagli antioksidan ve anti-inflamatuar etkilerini
aragtirmigtir. Calismada hesperidinin antioksidan akti-
vitesinin doza bagimli oldugunu belirtmisler ve ozellik-

le yiiksek doz hesperidin verilen grupta oksidatif stresin

arttigini ve sitotoksisitenin gelistigini bulmuslardir. Diisiik
doz hesperidin kullandiklarinda ise bu etkilerin tam tersi-

ni gormislerdir.*

CAT ve SOD beyindeki endojen antioksidan savunma
enzimleridir, bu da beynin I/R hasarina kars1 antioksidan
potansiyeli oldugunu gosterir. SOD enziminin ana islevi,
hiicreleri oksidatif hasara karsi korumaktir. Benzer sekilde,
CAT enzimi ise hiicreleri peroksitlerin zararli etkilerinden
ve ¢esitli reaktif oksijen tiirleri reaksiyonlarindan korur.
Iskemik organ dokusunda antioksidan enzim aktiviteleri
onemli dlctide azalir, bu da dokuyu oksidatif strese daha
duyarli hale getirir.> MDA ise, oksidatif stresin 6nemli

gostergelerinden olan lipid peroksidasyonun belirtecidir.

Onceki caligmalar, hesperidinin antioksidan ve radikal
stptiriicti etkileri oldugunu gostermektedir. Kumar ve
Kumar,* hesperidinin MDA diizeylerinde azalmaya, SOD
ve CAT diizeylerinde artisa neden oldugunu ve oksidatif
stresi azaltan antioksidan bir yapiya sahip oldugunu bildir-
mislerdir. Yine bagka bir ¢aligmada, hesperidinin sisplatin
hasarina bagl negatif SOD, CAT enzim aktiviteleri ve lipid
peroksidasyon seviyeleri {izerinde iyilestirici etkisi oldugu

belirlenmistir.*”

Calisma modelimizde, serebral I/R, lipid peroksidasyo-
nundaki arti ve antioksidan savunma sisteminin bilesen-
lerinde bir azalma yoluyla oksidatif stresi 6nemli ol¢iide
indiiklemistir. Bu ¢aligmanin verilerine gére I/R uygula-
mast ile beyin dokusunda 6zellikle SOD seviyesi 6nemli
olgiide azalirken, MDA seviyesi anlamli olarak artmistir.
Koruyucu olarak hesperidin uygulanan gruplarda bu de-
gerlerde anlamli bir diizelme tespit edilmistir. Bu veriler,
hesperidinin hem serbest radikallerin salinimini hem de
hiicre zarlarinin oksidatif hasarini engelleyebilecegi sonu-

cuna varan 6nceki calismalarla oldukea tutarhidir.>?>%

TNF-q, sistemik inflamasyonda rol oynar ve apoptotik
hiicre 6limiine neden olan bir faktérdir.*® Yapilan calis-

malarda, serebral I/R hasarindan sonra TNF-a mRNA eks-
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presyonunda bir artis bildirilmistir.*** Meng ve arkadagla-
r1*! miyokardiyal /R yaralanma modelinde, hesperidinin
antiinflamatuar aktivitesini ve artmis TNF-a seviyesini
azaltici etkisini gostermiglerdir. Benzer sekilde Rizza ve ar-
kadaslar1** da hesperidinin TNF-a seviyelerindeki azaltici
roliine ve antiinflamatuar 6zelliklerine dikkat ¢ekmisler-
dir. Heo ve arkadaglar1®® hesperidinin omurilik dokusun-
dan proinflamatuar sitokin tretimini baskilayarak TNF-a
diizeylerini azalttigini gostermislerdir. Nasab ve arkadas-
lar* farelerde travmatik beyin hasarinda sekonder olarak
gelisen depresyon modelinde hesperidinin noroprotektif
etkisini aragtirmis ve hesperidinin inflamatuar stokinleri
(TNF-a, IL-1B) azalttigini belirtmislerdir. Bu ¢alismalar,
hesperidinin serebral iskemi/reperfiizyon hasarinin iyileg-
tirilmesi {izerindeki etkilerinin, antioksidan 6zelliklerine
ek olarak TNF-a proinflamatuar sitokinlerini de inhibe

ederek ortaya ¢iktigini gostermektedir.

Bu ¢alismada, beyin dokusunda TNF-a geninin mRNA
ekspresyonu, kontrole gére I/R grubunda énemli élgiide
artmigti. mRNA ekspresyonunun, 6zellikle Hes 50 gru-
bunda kontrole yakin bir degere diistiigii tespit edilmistir.
Serebral I/R, beyin dokusunda histopatolojik hasar ve
apoptoz insidansmni artirir. Global beyin I/R yaralanma
modellerinde, hipokampusun piramidal hiicreleri iskemi-
ye en duyarli hiicreler oldugundan, bu bolgelerdeki hiicre
kayb1 hasar miktarini degerlendirmede bir kriter olarak
kabul edilir.*®

Yapilan galigmalara gore I/R hasar1 Caspas 3 isaretli apop-
totik hiicre sayisinda artisa neden olmaktadir.*"* Meng ve
arkadaglary,* miyocardiyal I/R ¢alismasinda hesperidinin
Caspas 3 aktivitesinde 6nemli bir azalmaya neden oldugu-
nu géstermigtir. Oztanir ve arkadaslari,” Gaur ve Kumar,”
Wang ve Chui,” ¢alismalarinda hesperidinin néronal

apoptozu onlemede etkili oldugunu bildirmislerdir.

Bu calisma bulgularina gore, I/R grubundaki sigan hi-
pokampusunun CA1l noéronlari dejenerasyonla uyum-

lu morfolojik degisiklikler gdstermistir. I/R grubundaki

noronlarin ¢ogu, sitoplazmalarinin ve ¢ekirdeklerinin yo-
gunlasmasi nedeniyle dejenerasyonun bir gostergesi olan
koyu boyanma goriilmiistiir. I/R grubunda 6nemli mik-
tarda CA1 noron kaybi gozlenmistir. Hiicreler arasindaki
mesafe arttig1 icin néronlar aralikli ve rastgele dagilmis ve

diizensiz bir gekilde siralanmuslardir.

Serebral I/R modelimizde (dért damar okliizyon modeli),
I/R hasar1, noronlarin apoptotik durumunun gostergesi
olan Caspas 3 boyanmus hiicre sayisinda bir artiga neden
olmustur. Koruyucu olarak hesperidin uygulamasi, I/R
hasar1 nedeniyle artan Caspas 3 etiketli hiicrelerde 6nem-
li bir azalma saglamistir. Hes 50 ve Hes 100 gruplarinin
hipokampus béliimlerinde hiicrelerin yapilarinin daha iyi
korundugunu sdyleyebiliriz. Bu veriler dikkate alindiginda

sonuglarimiz literatiirle benzerlik gostermektedir.

Bu ¢alismada sadece bir ilag grubunun olmas ve kullanilan
ilacin etki mekanizmasinin net olmamasi gibi kisitliliklar
bulunmaktadir. Caligmada tek bir ilacin (hesperidin) iki
farkli dozunun etkileri karsilastirilmistir. Sonuglar, etkin-
ligi kanitlanmis bagka bir ilagla kargilastirilarak destekle-
nebilir. Ayrica ¢alismada hesperidinin iskemi-reperfiizyon
hasarina kars1 koruyucu etkisi belirlenmis ancak etki me-
kanizmasi ¢alisilmamistir. Elde edilen sonuglar immiin-
histokimyasal verilerle gliglendirilebilir. Bu konu ile ilgili

yapilacak daha fazla ¢aligmaya ihtiya¢ bulunmaktadir.

SONUC
Sonug olarak, bu ¢alismanin verilerine gore, giiclii bir an-
tioksidan olan hesperidin, iskemi/reperfiizyon nedeniyle
olusan serbest radikalleri notralize eder, beyindeki néron
kaybini 6nler ve beynin daha fazla hasar gormesini engel-

ler.

Insanlarda iskemi-reperfiizyon hasari olusmadan once
hesperidin profilaktik olarak kullanilarak mevcut riskler-
den kaginilabilir. Bunun i¢in hesperidin iceren besinlerle
beslenme aligkanliklar: diizenlenebilir. Bir egzersiz prog-

ramiyla da desteklendiginde trombolitik riskleri azaltmak
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