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OZET

SODYUM NITRIT iLE OKSIDATIF STRES OLUSTURULAN RATLARDA
HESPERIDININ ETKIiSININ BELIRLENMESI

Sodyum nitrit genellikle et ve et iiriinlerinde kullanilmaktadir. Nitrite maruziyet
toksisitenin yani sira oksidatif stres ve reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna de sebep
olabilmektedir. Bu nedenle istenmeyen etkilerin oniine gecilmesinde, antioksidan
Ozellik gosteren farkli maddeler tercih edilmektedir. Hesperidin serbest radikalleri
temizleme yetenegine katkida bulunan yapiya sahiptir. Bu ¢alismada, sodyum nitrit ile
oksidatif stres olusturulan ratlarda hesperidinin etkisinin belirlenmesi amaglanmistir.
Calismada, toplam 35 Wistar albino rat 5 gruba ayrildi. I. Grup negatif kontrol olarak
belirlendi. II. Grup 15 giiniin sonunda tek doz 60 mg/kg sodyum nitrit subkutan olarak
verildi. 111., IV. ve V. gruplara sirasiyla hesperidin 50, 100 ve 200 mg/kg dozlarda 15
giin gastrik gavaj yoluyla verildi ve 15 giiniin sonunda tek doz 60 mg/kg sodyum nitrit
subkutan olarak verildi. Calisma sonunda da hayvanlardan alinan kan ve doku
orneklerinden siiperoksitdismutaz (SOD), rediikte glutatyon (GSH), malondialdehit
(MDA) ve katalaz (CAT) degerleri incelendi ve histopatolojik incelemeler
gerceklestirildi. Karaciger ve bobrek doku orneklerinde IFN- y, TNF-a ve NFkB
ekspresyon diizeyleri belirlendi.  Sodyum nitrit uygulamasi antikosidan enzim
aktivitelerinde (SOD ve CAT) ve GSH diizeylerinde azalmaya neden oldu. Bununla
birlikte lipid peroksidasyonu arttirdi. Dokularda histopatolojik degisiklere neden oldu ve
yangisal genlerin ekspresyon diizeylerinde artisa neden oldu. Bununla birlikte artan
dozlarda hesperidin uygulamasi sodyum nitrit tarafidan indiiklenen hasar1 azaltti ve
dokularda rejeneratif etki gosterdi. Sonug olarak, sodyum nitritin neden oldugu oksidatif
strese bagli doku ve organ hasarlarinin Onlenmesinde dogal antioksidan olan

hesperidinin koruyucu etki gosterdigi ve olumsuz etkileri diizelttigi belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Hesperedin, Oksidatif Stres, Sodyum Nitrit



SUMMARY

DETERMINATION OF THE EFFECTS OF HESPERIDIN AGAINST SODIUM
NITRITE-INDUCED OXIDATIVE STRESS IN RATS

Sodium nitrite is generally used in meat and meat products. Exposure to nitrite can
cause oxidative stress and formation of reactive oxygen species as well as toxicity. For
this reason, different substances with antioxidant properties are preferred to prevent
undesirable effects. Hesperidin has a structure that contributes to its ability to scavenge
free radicals. In this study, it was aimed to determine the effect of hesperidin in rats
under oxidative stress induced by sodium nitrite. In the study, a total of 35 Wistar albino
rats were divided into 5 groups. Group | was determined as the negative control. II.
Group received a single dose of 60 mg/kg sodium nitrite subcutaneously at the end of
15 days. Hesperidin was given to the Ill, IV and V groups at doses of 50, 100 and 200
mg/kg, respectively, for 15 days by gastric gavage, and at the end of 15 days, a single
dose of 60 mg/kg sodium nitrite was given subcutaneously. At the end of the study,
superoxide dismutase (SOD), reduced glutathione (GSH), malondialdehyde (MDA) and
catalase (CAT) values in blood and tissue samples taken from animals were examined
and histopathological examinations were performed. IFN-y, TNF-o and NFkB
expression levels were determined in liver and kidney tissue samples. Sodium nitrite
administration caused a decrease in antioxidant enzyme activities (SOD and CAT) and
GSH levels. Also, it increased lipid peroxidation. It caused histopathological changes in
tissues and increased expression levels of inflammatory genes. However, increasing
doses of hesperidin reduced the damage induced by sodium nitrite and showed a
regenerative effect in tissues. As a result, it was determined that hesperidin, a natural
antioxidant, has a protective effect and reversed the negative effects in the prevention of

tissue and organ damage due to oxidative stress caused by sodium nitrite.

Keywords: Hesperidin, Oxidative Stress, Sodium Nitrite
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1. GIRIS

Dis yoriingelerinde bir ya da birden ¢ok eslesmemis elektrona sahip olan stabil
olmayan, yiiksek enerjili bilesikler serbest radikaller olarak ifade edilir. Serbest
radikallerin reaktifligi sahip olduklar1 eslenmemis elektron araciligiyla gergeklesir ve
serbest radikaller DNA, niikleotid koenzimler, protein, lipid gibi bir¢ok biyolojik
materyali zarara ugratirlar. Bu zarar ise kalp ve damar hastaliklari, gesitli kanser
cesitleri, immiin sisteminde azalma, dejeneratif sinir sistemi hastaliklar1 gibi birgok
hastaliga sebep olmaktadir. Antioksidanlar ise serbest radikaller tarafindan olusturulan
hasarlar1 engelleyerek ya da en aza indirerek, iiretilen radikalleri temizleyerek, hiicre
veya dokularda olusan hasar1 tamir ederek, radikal olusum mekanizmalarini onleyerek,
hiicre, doku ve viicut savunmasinda rol oynarlar. Nitrit basta Clostridium botulinum ve
pek ¢ok patojen mikroorganizmaya karst antimikribiyal etkiye sahip olmasinin yani sira
et lirlinlerinde istenilen tat ve rengin olusumuna katkida bulunmaktadir. Et iiriinlerinin
tiretiminde yaygin kullanima sahiptir. Nitritin alim siklig1, tiiketilen {iriinden ne kadar
alindig1 ve trlinlin tiiketim sikligina gore kronik ve akut zehirlenmelere yol acarak
saglik acisindan biiyiik bir risk olusturmaktadir. Nitrit tek basina kanserojen etki
gostermemekte ancak viicuttaki bagska maddelerle tepkimeye girerek kanserojen etki
gosteren yapilara doniisebilmektedir (Gokalp vd., 2015; Turp ve Sucu, 2016). En yaygin
kullanilan nitrit formu sodyum nitrittir. Nitrit, et ve et tirlinleri i¢in ¢ok gerekli katki
maddelerindendir. Ancak standart dozdan daha yiiksek oranlarda gida maddelerine ilave
edildiginde beklenir zararli etkiler meydana getirebilmektedir. Bu zararli etkilerden
korunmak i¢in Norveg gibi bazi {lilkelerde nitrit ve nitrat kullanimi tamamen
yasaklanmistir. Diger iilkelerde de kullanimina belirli (kodeks ve yasalarda belirtilen)
Olciide olmak kaydi izin verilmistir (Donderici, 2005). Nitrit hem yiikseltgen hem de
indirgen bir maddedir. Bununla birlikte, nitrit 1s1ya karst dayanikli degildir ve organik
maddelere kars1 oldukca reaktiftir. Nitrat kanserojenik nitrozaminlerin olusumuna neden
olmaktadir. Mide pH’s1 5.5’in lizerine ulagtiginde nitrat, nitrite doniismektedir. Olusan
nitrit araciligiyla nitrozaminlerin olusumaktadir (Prasad ve Chetty, 2008; Ozdestan ve
Uren, 2010). Akut nitrit toksisitesi yaygm olarak gériilmekte olup ¢ok sayida dliim
rapor edilmistir. Sodyum nitritin yanlighkla tiiketilmesi veya gidalarla kontrolsiiz
kullanim1 6liimlere neden olmaktadir. Nitritin ortalama olarak diyetle giinliik tiiketim

miktar1 Norveg, Almanya, Hollanda’da sirasiyla 1.8 2.6 ve 0.6 mg diizeyindedir. Nitritin



bas kaynagi kiirlenmis etler olup alinan toplam nitritin %39 udur. Nitrit insan sagligin
olumsuz etkilemektedir bu nedenle gidalarda bulunmasi istenmez. Hem {ilkemizde hem
de diger iilkelerde gidalarda bulunabilecek maksimum nitrat ve nitrit diizeyleri ile ilgili

yasal diizenlemeler mevcuttur (Hsu vd., 2009; Ozdestan ve Uren, 2010).

Flavonoidler, bitkilerde (meyvelerde, yaprakli sebzelerde, bitki koklerinde,
baharatlarda, tohumlarda) oldukg¢a genis yayilima sahiptir (Garg vd., 2001). Hesperidin
turunggillerde 6zellikle limon ve portakalda daha yaygin bulunan bir flavanon glikozit
olup biflavonoid grubunun bir iiyesidir. Hesperidin, vitamin E’ye benzer etkileri olan
bir antioksidandir. Hesperidin ayn1 zamanda askorbik asit sentezinde de rol
oynamaktadir (Nones ve Gomes, 2011). Baz1 calismalar, bu bilesigin antioksidan ve
antiinflamatuvar etkilerine sahip oldugu gostermistir (Nones ve Gomes, 2011; Garg
vd., 2001). Hesperidinin sahip oldugu biyolojik aktiviteler antikanser, antibakteriyel ve
noroprotektiftir (Amado vd., 2009). Ayrica Youdim vd. (2003) hesperidinin kan beyin
bariyerini gegebildigini gostermistir. Hesperidinin diyabet, iskemik reperfiizyon,
katarakt ve sinir rejenerasyonu gibi oksidatif hasar modellerinde etkinli oldugu
bildirilmistir (Shagirtha vd., 2018; Oztanir vd., 2014). Ayrica in vitro ve in vivo
calismalarda antimikrobiyal, antihipertansif, antiviral, hipolipidemik, antiinflamatuvar,
antioksidan, antihepatotoksik etkileri gosterilmistir (Guardia vd., 2001; Garg vd., 2001).
Hesperidinin oksidatif metabolizmada serbest oksijen radikallerini yok etme 6zelligine
sahip oldugu ayrica proinflamatuvar mediatdrlerin etkilerini inhibe ettigi belirlenmistir
(Shagirtha vd., 2018). Sicanlarla yapilan bir ¢alismada portakal ve mandalina suyunda
bulunan hesperidinin kolon ve akciger kanserini azalttig1 belirlenmis bunun yani sira
kolesterol ve trigliserid seviyesini de azalttigi gosterilmistir (Guardia vd., 2001,
Etcheverry vd., 2008). Garg vd. (2001) yaptiklar1 bir ¢alismada hesperidinin kuvvetli
antiinflamatuvar ve analjezik etkilere sahip oldugunu saptamistir. Prostaglandin E2 ve
Prostaglandin F2a’nin sentezini inhibe ettigini ve kolon hasarmi azalttigini ifade
etmiglerdir. Flavanoidler, polifenolik bilesiklerinden otiirii antioksidan 6zelliklere
sahiptir. Hesperidinin elektron transfer ve proton transfer reaksiyonundaki siiperoksit
radikalini azalttig1 tespit edilmistir. Metal iyonlarinin selatdrleri oldugundan, serbest

radikal siipiiriicii 6zelliklerinden dolay: etkili antioksidanlardir. Hesperidin serbest



oksijen radikalleri ve lipid peroksidasyondan korunmayi saglamaktadir (Chen vd., 2003;
Labib vd., 2004; Balakrishnan vd., 2007).

Antioksidanlarin diizeyi diistiigii zaman oksidatif stres gelisir. Biyolojik sistemlerde
reaktif oksijen tiirlerinin asir1 tiretiminin engellenmesinden sorumlu olan antioksidan
savunma sistemleri savunmayi enzimatik ve non enzimatik olarak yapmaktadir.
Hiicresel savunma mekanizmalarindan birisi olan siiperoksid dismutaz, siipeoksid
anyonunu hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniistiirmektedir (Peng vd., 2000;
Kumagai vd., 1994). GSH ise nonenzimatik olarak serbest oksijen tiirleri ya da
hidroperoksidlerin yikimin1 saglayan GSH peroksidaz &gesi olarak antioksidan
savunmada rol almakta ve oOzellikle karacigerde GSH miktarinda azalmalara sebep
olmaktadir. Bu nedenle antioksidan enzimlerin aktivitesi hiicre savunmasinda 6nemlidir
(Ince vd., 2010). Bir¢ok caligmada oksidatif strese karsi antioksidan ajanlarin etkisi
aragtirtlmistir (Ince vd., 2010; Toker vd., 2008; Toker vd., 2009). Bu arastirmada
oksidan oOzellige sahip nitrit maruziyetine karsi hesperidinin olusabilecek oksidatif

strese kars1 olast koruyucu etkisinin belirlenmesi amaglanmaktadir.
2. GENEL BILGILER
2.1. Gida Katki Maddeleri

Tirk Kodeksi Gida Katki Maddeleri Yonetmeligine gore, gida katki maddeleri:
“’Besleyici degeri olsun veya olmasin, tek basina gida olarak tiiketilmeyen ve gidanin
karakteristik bileseni olarak kullanilmayan, teknolojik bir ama¢ dogrultusunda iiretim,
muamele, isleme, hazirlama, ambalajlama, tagima veya depolama asamalarinda gidaya
ilave edilmesi sonucu kendisinin ya da yan {riinlerinin, dogrudan ya da dolayl olarak o

gidanin bileseni olmas1 beklenen maddeleri.”” seklinde tanimlanmistir.

Hayvan tiirlerinin ilk evcillestirilmesinden itibaren gida giivenligi M.O. 8000’lerde
karsilagilan bir sorun olmaya baslamistir. Tuzlama, tiitsiileme, kurutma, bal mumu ile
stvama gibi tekniklerle besinlerin uzun siire korunmasini amaglamiglardir ve glinlimiize
kadar gida katki koruma yontemleri ve gida katki maddeleri geliserek devam etmistir

(Ayper ve Binokay, 2010)



Gida katki maddelerinin kullanim amaclar1 en basta besinlerin raf dmriinii uzatmak,
kalite ve karakteristik ozelliklerini saglamak, besleyici degerin korunmasi igin

kullanilmaya baslanmistir. (Ekerbiger ve Karatepe, 2017)
Gida katki maddeleri genel olarak 4 grupta smiflandirilmistir (Ayper ve Binokay, 2010).
2.1.1. Koruyucular

Antimikrobiyaller ve antioksidanlar sayesinde besinlerde istenmeyen kotii koku, tat
degisiklikleri, renk kaybi, bakteri, kiif ve maya kaynakli bozulmalar1 korumak, oksidatif
asiditenin meydana getirdigi acimanin Onlenmesi veya geciktirilmesi i¢in kullanilan
gida katki maddeleridir. Sodyum Nitrit gida katki maddelerinin antimikrobiyaller
kaynakli koruyucular siiflandirilmasinda E250 kodu ile yer almaktadir. (Ekerbiger ve
Karatepe, 2017; Ayper ve Binokay, 2010).

2.1.2. Duyusal Ozellikleri Gelistiriciler

Asitligi regiile ederek besinin Ph’in1 dengeleyenler; baharatlar, sekerler, hazir gorba gibi
iriinlerin topaklanmasini 6nlemek i¢in kullanilanlar; su ve yagin birbirine karigsmasini
ve homojenligi saglamak icin kullanilan emiilsifiyerler, stabilizatorler, kivam arttiricilar
ve yapay tatlandiricilar olarak kullanilan aliiminyum silkat, lesitin, aspartam, sorbitol

gibi gida katki maddeleridir (Ekerbicer ve Karatepe, 2017; Ayper ve Binokay, 2010).
2.1.3. Aroma ve Renk Gelistiriciler

En c¢ok Monosodyum Glutamat gida katki maddesi kullanilarak umami olarak
adlandirilan aroma verici ve tat pekistirici seklinde kullanilan maddelerdir (Ekerbiger ve
Karatepe, 2017; Ayper ve Binokay, 2010).

2.1.4. Besin Degeri Koruyucular

B1, B2, A ve D vitaminleri gibi giinliik diyette eksik alinabilecek besin 6gelerinin
eklenmesidir (Ekerbicer ve Karatepe, 2017; Ayper ve Binokay, 2010).

Avrupa Birliginde kullanimina izin verilen gida katki maddelerine ‘’European’

kelimesinin ilk harfi “’-E’” kodu ile baslar. Tiim gida katki maddelerinin uygun géiilen



uluslararasi bir kodu vardir. Renklendiricler E100 - E180, koruyucular E200 - E285,
E330, antioksidanlar E300 - E321 Jellestirici ve kalinlastiricilar E400 - E495,
tatlandiricilar, E950 - E959 seklinde kodlanmistir. Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeliginde
de bu gida katki1 maddeleri yer almaktadir (Ekerbiger ve Karatepe, 2017).

2.2. Sodyum Nitrit

Son iirlin olan Nitrat, azotun biyokimyasal oksitlenmesi ile olusmaktadir. Toksik etkiye
sahip olmayan Nitrat, bakteriyel enzimlerle toksik bir madde olan Nitrit’e
dontismektedir. Nitrit, sekonder aminlerle tepkimeye girip Nitrozaminlere doniiserek
mutajen, kanserojen etkiye sebep olmaktadir. Nitrit, 6zellikle kiirlenmis ete kendine has
aroma, renk ve lezzet vermek i¢in ayn1 zamanda yiiksek patojen aktiviteye sahip olan
Clostridium Botulinum’un olusumunu Onlemek amaciyla Tiirk Gida Kodeksinde
belirtilen Olgiilerde et tirlinlerine katilmaktadir. Viicut icerisindeki Nitrat’in biiylik bir
kism1 digskilama olarak uzaklastirilmaktadir. Bir kismi ise Tiikiiriik bezlerine tasinarak
agiz boslugunda salgilanip buradaki bakteriler tarafindan Nitrit’e indirgenerek mideye
tagiabilir. Nitrit hem indirgen hem de yiikseltgen inorganik bir bilesik oldugu icin
kompleks reaksiyonlar olugsmaktadir. Ozellikle organik maddelere yiiksek reaktif tutum
sergiler. Cok seyrek olarak gozlemlenen Nitrat akut toksisitesine karsin meydana gelen
zehirlenmeler Nitrat’in Nitrit’e indirgenmesi sonucunda ger¢eklesmektedir bu durumda
pek ¢ok 6liim bildirilmistir. Bunun sebebi ¢cogunlukla Sodyum Nitrit’in yanlishkla alim1
veya kontrolsiiz kullanimina maruz kalan besinlerin tiikketimi ile ortaya c¢ikmaktadir.
Nitrit kullanimina izin verilmis olan ve besinlerin igerigine girmis tek toksik maddedir.
Mavi Bebek Sendromu adi verilen hastaligin, Nitrit’in hemoglobin ile reaksiyonu
sonucu kanin oksijen tagima islevini bozan bir hastaliga neden olabilmektedir. Glinliik
tilkketilen besinlerle ortalama olarak alinan Nitrit Hollanda, Almanya ve Norveg’te
strastyla 0.6, 2.6 ve 1.8 mg’dir (Ozdestan vd.,2010; Ozdemir vd., 2012; Yilmaz Alhan,
2019; Mamur vd., 2018; Boran, 2016). Yapilan bir ¢alismada uygun sartlar saglanan
laboratuvar ortaminda Nitrit uygulamasinin 30 Clostridium bakterisini etkisiz hale
getirdigi gézlemlenmistir (Cammack vd., 1999). Yapilan bir ¢alismada, sodyum nitritin
1,10,100 mg/ml’lik konsantrasyonlarinin uygulanmasiyla genotoksik etki yaptig
gosterilmistir (Ozdemir vd., 2012).



2.3. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, proteinlere, niikleik asitlere ve hiicre zarlarina tahribat verebilecek
stiperoksit anyon (O,-), hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil radikal (HO) gibi reaktif
oksijen ara iirlinlerine maruz kalmaktan kaynaklanir. Artan kanitlar, reaktif oksijen
cesitlerinin sebep oldugu kiimiilatif hasarin pek ¢ok hastaliga neden oldugunu ortaya
cikarmaktadir. Yapilan ¢aligmalar ayrica, bu oksidanlarin etkilerinin hipokloréz asidin
(HOC) neden oldugu hasarla entegre olarak baglantili oldugunu ve reaktif azotun nitrik
oksit (NO), peroksinitrit (HOONQO) ve nitrosotiollerin (RSNO) ara iiriinleri oldugunu
gostermektedir (Storz ve Imlayt., 1999).

Oksidatif stres ayn1 zamanda, viicutta reaktif oksijen tilirlerinin (ROS) {iretimi arasinda,
reaktif ara {irtinleri detoksifiye etme yetenegini bozan veya ROS'un neden olabilecegi
organ ve hiicresel sistemlere verilen hasar1 onaran bir dengesizlik olarak tanimlanabilir.
Hiicre i¢i redoks dengesi (hiicreler i¢indeki oksitleyici ve indirgeyici tiirler arasindaki
dinamik denge), antioksidan peptit glutatyon ile yakindan iliskilidir; Bu bilesigin hiicre
ici seviyeleri, indirgeyici bir ortami korumak i¢in enzimler tarafindan yiliksek oranda
diizenlenir. Bu reaktif oksijen tiirlerinin bazilari, normal metabolik reaksiyonlarin yan
iriinleri olarak stirekli olarak diisiik seviyelerde iiretilir ve hiicre i¢i redoks dengesini
koruyan enzimler tarafindan kontrol altinda tutulur. Redoks dengesi bozuldugunda, bu
orta derecede reaktif tiirler, hiicre zarlar lipitlerine, proteinlere, DNA'ya ve hiicresel
cihazlara biiyiik zarar verebilecek yiiksek oranda reaktif oksijen tiirleri liretmek igin
gecis metalleri veya redoks dongiisiiniin diger bilesenleri ile etkilesime girebilir (Sies

vd., 2017).

Oksidatif stresin sonuclar1 arsinda olan enflamasyon, canli sistemlerde ROS'un iki ucu
keskin dogasini Ornekleyen bir hastalik durumudur. Kronik enflamatuar durumlar
kanser, ateroskleroz, = Alzheimer ve diyabet gibi c¢esitli  hastaliklarla
iliskilendirilmistir. Enflamasyon, etkilenen organlarin kizarikligi, sismesi, agrisi ve islev
bozuklugu ile karakterize enfeksiyon veya tahrise karst bagisiklik aracili bir
yanittir. Hiicresel enflamatuar yanit, cesitli beyaz kan hiicrelerinin (16kositler) yarali
veya enfekte dokulara hareketini igerir. Serbest radikallerin ve diger ROS'larin

inflamatuar yanitta rol oynadigi diisliniilmektedir. Stiperoksit Dismutaz (SOD) veya



katalaz (CAT) gibi spesifik antioksidan enzimler, iskemi / reperfiizyon, artrit, kronik
bagirsak iltihab1 ve immiin kompleks kaynakli pulmoner hasarin hayvan modellerinde
yaralanma ve inflamasyonu azaltir. Bu, ROS'un bu kosullarla iligkili inflamasyonu ve
doku disfonksiyonunu  dogrudan veya dolayli olarak etkileyebilecegini
diisiindiirmektedir. Bu ROS'un muhtemel kaynaklar1 fagositik 16kositlerdir. Fagositlerin
aktivasyonu, siiperoksit anyon radikali, hidrojen peroksit, hidroksil radikali gibi reaktif
ve radikal tiirlerin bir kaskadina yol agar, dogrudan yaralanma veya enfeksiyon
bolgesinde hiicrelere ve dokulara zarar verir. Ayrica, ¢esitli proinflamatuar sitokinleri
diizenleyerek enflamatuar yanit1 yiikselten NFkB gibi transkripsiyon faktorlerinin
aktivasyonu yoluyla dolayli olarak inflamasyonu baslatabilir veya yiikseltebilirler. Bir
dizi antioksidan, NFkB aktivasyonunu inhibe edebilir ve bu, oksidanlarin onu aktive
edebilecegi gergegiyle birlestiginde, reaktif oksijen tiirleri i¢in ortak bir sinyal yolu
onermektedir. Oksidatif stres ile birlikte kronik, sistemik inflamatuar durumlar,
ateroskleroz, obezite, insiilin direnci ve diyabet gibi bir¢ok hastaligin patogenezinde bu

sliregleri etkileyen ortak bag olabilir (Conner vd., 1996; Sies vd., 2017).

Oksidatif stres, hiicre i¢i redoks durumunun indirgeme ortamini koruyan diizenleyici
sinyal siireglerinin bozulmasindan kaynaklanir. Bu homeostazin kaybi1 ve bunun
sonucunda redoks dengesindeki pro-oksidatif kayma, yukarida tartisildigi gibi birgok
hastaligin etiyolojisinde rol oynamistir. Sonugta bu hastalik durumlari, kronik oksidatif
stres durumlarinin sonucudur. Doga, antioksidatif redoks durumlarini korumak i¢in zarif
diizenleyici mekanizmalar gelistirmistir. Bunlar oncelikle, bazilar1 viicudun redoks
diizenleme mekanizmasinin bir pargasi olan antioksidanlar1 igerirken, digerleri diyet
kaynaklarindan tiiretilir. Hesperidin, oksidatif stresten korunmada Onemli etki

gosterebilecek bir potansiyele sahip olarak 6n plana ¢ikmaktadir. (Sies vd., 2017).

Ayn1 zamanda oksidatif strese karsi koymak igin, hiicreler reaktif oksijen tiirlerini
detoksifiye eden ve bunlarin neden oldugu hasar1 onaran enzimleri yapisal olarak
eksprese eder. Ek olarak, bakteriyel, maya ve memeli hiicrelerinin hepsi, yiiksek
oksidatif stres seviyelerine adaptif tepkilere sahiptir, bu da bu hiicrelerin artan reaktif
oksijen tiirleri seviyelerini algiladigim1 ve sinyali savunma faaliyetlerinin artan

ekspresyonuna dontistiirdiigiinti gosterir (Storz ve Imlayt., 1999).



2.4. Antioksidan

Antioksidanlar, insan viicudunda dogal olarak iiretilebildikleri gibi disaridan ek besin ile
de almabilirler. Antioksidanlar oksidatif stres olusturan serbest radikallerin insan
viicudunda ki biylik Ooneme sahip olan silahlaridir. Serbest radikaller tarafindan
meydana gelen hiicre hasarii engellemekten ve oksidatif stresi kaldirmada etkili olan
maddelerin basinda antioksidanlar gelir (Kasapgopur ve Birdane, 2014; Karabulut ve

Giilay, 2016).

Antioksidanlar, reaksiyonun ara iiriinleriyle etkilesime girerek veya oksitleyici ajanla
reaksiyona girerek ve reaksiyonu oOnleyerek oksidasyon reaksiyonlarini dogrudan

yavaglatabilen veya durdurabilen indirgeyici ajanlardir (Sies vd., 2017).

Reaktif oksijen ¢esitlerinin  ortaya ¢ikarabilecegi hasara Onlemler almak,
detoksifikasyon saglamak ve varolusunu Onlemek icin insan viicudunda bulunan
savunmaya ‘Antioksidan savunma sistemleri’ veya antioksidanlar denir. Otooksidasyon
/ peroksidasyonu Oniine gegen antioksidanlar serbest radikalleri etkisizlestirerek ve ayni
zamanda toksik etkilerine karsi koruyucu dolayisiyla hastaliklara karis1 onlemede destek

saglayicilaar olarak sayilabilir (Karabulut ve Giilay, 2016).

Endojen ve eksojen olarak iki grupta incelenen antioksidanlar oksidan/antioksidan
dengesini koruyarak serbest radikalleri bertaraf etmede en Onemli ajanlardir

(Kasapcopur ve Birdane, 2014).
2.4.1. Endojen Antioksadanlar

Endojen antioksidan enzimler Viicudun koruyucu antioksidan sistemleri esas olarak
redoks aracili sinyal siireglerine katilan ve redoks dengesinin korunmasina yardimci

olan enzimlerdir (10). Hiicresel antioksidan enzimlerin bes ana ailesi vardir:

e Tioredoksin sistemi tioredoksin ve tioredoksin rediiktazdan olusur.
Tiyoredoksin, reaktif oksijen tiirlerini temizleyen ve diger proteinleri

azaltilmig bir durumda tutan etkili bir indirgeyici ajan olarak islev goriir.



e (lutatyon sistemi glutatyon, glutatyon rediiktaz ve glutatyon
peroksidazdan olusur. Glutatyon peroksidaz, hidrojen peroksitin suya
parcalanmasini katalize eder ve lipit peroksitlerini azaltir. Oksitlenmis

glutatyon (glutatyon disiilfit) glutatyon rediiktaz ile indirgenir.

e Siiperoksit Dismutazlar (SOD'ler), siliperoksit anyonun oksijene ve
hidrojen peroksite doniisiimiinii katalize eden yakindan iliskili enzimlerin

bir ailesidir.

e Katalaz, hidrojen peroksitin suya ve oksijene doniisiimiinii katalize eder,
ancak ayni zamanda formaldehit, formik asit ve alkoller gibi toksinleri
oksitler. Katalaz, glutatyon peroksit yolu doygunluga yaklastiginda aktive

olur.

o Peroksiredoksinler, peroksitlerin indirgenmesini katalize eder (Valko vd.,
2007; Sies vd., 2017).

2.4.1.1. Siiperoksid Dismutaz (SOD)

Stiperoksidin, hidrojenperoksid ve molekiiler oksijene degisimini katalizleyen enzim
stiperoksid dismutazdir. SOD iki tip izomer olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Mitokondri
de bulunan tetramik manganez igeren ve sitozolde bulunan dimerik bakir ve ¢inko
iceren izomerlerdir. Oksijenin metabolize olmasii saglayan hiicrelerde siiperoksif
seviyesinin diisiik tutulmasi ve lipid peroksidasyonunun aktivitesini diigiirerek ¢alisma

mekanizmasini saglamaktadir (Valko vd., 2006).

Stiperoksit dismutazlar1 (SOD'ler), prokaryotik ve okaryotik hiicrelerde yaygin olarak
dagilmis metaloenzimlerdir. Siiperoksit anyonun hidrojen peroksite (H202)
doniistimiinii katalize eden bir enzim ailesi olustururlar. Siiperoksit anyonun SOD'nin
protez grubu ile iki agamali kimyasal reaksiyonu, enzimin oksitlenmis formu (sirastyla
Fe3 +, Cu2 + ve Mn3 +) ile baslar ve siliperoksit anyonu baglar, bir proton elde eder ve
molekiiler oksijen salgilar. Enzimin indirgenmis formu (Fe2 +, Cu + ve Mn2 +) daha
sonra H202'yi serbest birakmak ve oksitlenmis durumuna geri dénmek igin ikinci bir

sliperoksit anyon ve protonu baglar. Metal iyon merkezinin daha negatif yiiklii hale



gelmesine ragmen, ikinci siiperoksit anyonun baglanmasi, nétr pH ortaminda, aktif

alanin toplam yiikiiniin ayn1 kalmasiyla miimkiindiir (Johnson ve Giulivi, 2005).

Tim memeli SOD'leri niikleer kodludur ve baslangicta inaktif apo-enzimler olarak
olusturulmustur. Tamamen fonksiyonel mitokondriyal MnSOD (SOD2) i¢in, maya
hiicreleri, yeni ortaya ¢ikan polipeptitin katlandigr ve manganez protez grubunu dogru
bir sekilde aldigi mitokondriyal membrana hedeflenmesini gerektirir. Onceden
katlanmis peptitler veya sitozolde birikmis olanlar, verimli bir sekilde tasinamaz,
katlanamaz ve manganez ile yiiklenemez. Manganez kagakcilik faktori (MTML),
polipeptitin aktif bir holoenzime doniistiiriilmesini saglayan mitokondriyal matriste kilit
oyuncudur. MTM1 mayada inaktive edildiginde, SOD2 aktivitesi ancak hiicreler yiiksek
dozda manganez ile desteklenirse geri yiiklenebilir. Bol miktarda sitozolik SOD1'in
kiigiik bir kisminin mitokondriyal membranlar arasi boslukta (IMS) bulundugu
gosterilmistir. SOD2'de oldugu gibi, bu az miktarda SOD1 mitokondriye sadece bir apo-
enzim olarak girebilir. SOD1 (reaktif oksijen tiirleri) i¢in bakir bir saperon, apo-SOD1'i
tamamen islevsel holoenzimine doniistiiriir. IMS'nin i¢ine girdikten sonra, CCS (reaktif
oksijen tiirleri) yliksek miktarlarda bulunur, SOD1 ve CCS arasindaki fiziksel bir
etkilesim yoluyla meydana gelen enzimin bakir yliklenmesinden sorumludur. Her iki
protein de SOD1'in basarili etkilesimi ve bakir yiiklenmesi i¢in gerekli olan homolog bir
merkezi protein alami II icerir. Ilging bir sekilde, CCS'in kendisi SOD1'de bulunan
hemen hemen her metal baglama ligandimanina sahiptir, ancak ROS-siipiirme

aktivitesini gostermez (Luk vd., 2005; Johnson ve Giulivi, 2005; Field vd., 2003).
2.4.1.2. Glutatyon

Okaryot hiicrelin  ¢ogunlugunda sentezlenen glutatyon yiiksek yogunlukta
bulunmaktadir. Antioksidan olan glutatyon hareket saglayarak hiicrenin redoks
dengesini saglamada, detoksifikasyon diizeninin c¢alismasinda, eikosonoidlerin
sentezlenmesinde, hiicre sinyal kanallarinda diizen saglamada, gen ekspresyonunda ve
apoptozisde de antioksidan sekilde calisir. Glutatyonun yaklasik olarak %85-90’1
sitoplazmada bulunur. Ancak bazi zamanlarda GSH stoplazmada sentezlendikten sonra
mitokondri, ¢ekirdek, peroksizomlar ve endoplazmik retikulumda da yer alabilir.

Glutatyon, GPx’in katalitik yardimiyla lipit peroksitleri ve H202’yi detoksifiye eder ya
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da singlet oksijen (102) ve OH’yi temizler. Bununla birlikte GSH plazma
membranindan aminoasit transportunu destekleyerek bazi 6nemli antioksidanlar tekrar

olusturur. E ve C vitaminleri de GSH tarafindan dengelenir (Karabulut ve Giilay, 2016).

Tiol tripeptit, glutatyon (GSH; v-L-glutamil-L-sisteinilglisin), ¢ogu organizmada
bulunur. y-karboksil glutamat grubunun sistein amino grubuna baglanmasi, bu bagi
proteinlerdeki peptit baglarindan ayirir. Bunun molekiile stabilite kazandirdigi
diistintilmektedir, ¢linkii spesifik amino asit transferazlar1 yoluyla bozunmaya izin verir.
Halobakteriler gibi bazi organizmalarda, glutatyon tiyosiilfat gibi diger kiikiirt
bilesikleri ile degistirilebilir. Bitkilerde, glutatyon tipik olarak hiicrelerde milimolar
konsantrasyonlara birikir ve doku igerigi serbest sisteinin 10 ila 50 kat artar. Baz1 bitki
taksonlarinda, GSH'nin yani1 sira homolog glutatyon formlar1 da bulunur. Glisin yerine,
bu bilesikler serin, B-alanin veya glutamat gibi diger C-terminal amino asitleri igerir
GSH ile birlikte homoglutatyonun (yGlu-Cys-p-Ala) bulunabildigi baklagillerde, iki
homolog farkli genler tarafindan kodlanan farkli enzimler tarafindan sentezlenir.
Bugday gibi tahillarda bulunan hidroksimetil GSH'ye (y-Glu-Cys-Ser) giden yol daha az
aciktir. Saflagtirllmig bir bugday glutatyon sentetazi (GSH-S), L-serin veya D-serine
kars1 hicbir aktivite gdstermedi, ancak diger bazi L ve D-amino asitlere ve glisine karsi
diisiik aktivite bildirildi. HidroksimetilGSH, karboksipeptidaz Y gibi transpeptidaz
aktivitesine sahip enzimler tarafindan katalize edilen GSH'nin modifikasyonlarindan
kaynaklanabilir. Homoglutatyon ve v-Glu-Cys-Ser'in disiilfit formlar1 glutatyon
rediiktaz. Bildigimiz kadariyla, Arabidopsis'te 6nemli miktarda GSH homologu
bildirilmemistir, ancak saflastirilmis GSH-S'nin analizi, yeni homologlarin baz: tiirlerde
kesfedilmeyi bekleyebilecegini diisiindiirmektedir (Noctor vd., 2011; Skipsey vd.,
2005a).

GSH'yi yiiksek oranlarda oksitleyebilen ompoundlar, siiperoksit veya hidroksil radikali
gibi ROS'lart igerir. Bu nedenle, nispeten yiiksek hiicresel konsantrasyonu nedeniyle,
glutatyon bir ¢Op¢ii veya kurban niikleofil gorevi goriir. Bu nedenle, glutatyon, hassas
hiicresel bilesenlerin asir1 oksidasyonunu oOnleyen olduk¢a azaltict bir kimyasal
bariyerdir. Bir¢ok birincil ve ikincil metabolit, kurban antioksidanlari olarak benzer
sekilde hareket edebilir. Bununla birlikte, glutatyonun aksine, bu bilesiklerin

oksitlenmis formlar1 ya kararli degildir ve / veya yiiksek oranlarda indirgenmis forma
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geri doniistliriilmez. Buna karsilik, glutatyon, GSSG ve 6zellikle NADPH i¢in yliksek
afiniteye sahip sitozol, plastitler, mitokondri ve peroksizomlarda bulunan spesifik
GR'ler tarafindan agirlikli olarak indirgenmis bir durumda tutulur (Noctor vd., 2011;
Kataya ve Reumann, 2010).

2.5. Hesperidin

Portakal, mandalina, limon ve limon gibi narenciye meyveleri, sagligi tesvik edici ve
kemopreventif ozellikleri ile iyi bilinir. Umut verici anti-kanser potansiyelini ortaya
¢ikaran en onemli biyoaktif bilesenlerden biri, hesperetin 7-rutinosid olarak da bilinen
flavonoid hesperidin (Hesp) 'dir. Hesp ilk olarak 1828'de portakal kabuklarindan izole
edildi ve daha once yanlislikla "P vitamini" olarak adlandirilan iki bilesikten biriydi

(Berreca vd., 2017; Aggarwal vd., 2020).

Bu polifenolik  glikozit, ¢esitli narenciye meyvelerinde bol miktarda
bulunabilir. Ornegin, tath portakallar yaklasik 200-600 mg / 1 Hesp igerirken, bu
molekiiliin toplam miktar1 klementinlerde (Cezayir’de yetisen bir narenciye) 50-850mg
/ 1, mandalinalarda 8.1-460 mg / I, limon ve limon suyunda 38-410mg / | ve greyfurt
suyunda 20-170 mg / 1 arasinda degismektedir. Narenciyedeki hesperidin'in igerigi
tirlere, meyvenin kendisinin bir kismma, cografi ekim alanlarmma ve isleme
prosediirlerine gore biiyiik farkliliklar gosterir. Ornegin, taze Satsuma posasindaki
hesperidin igerigi kilogram basina 73 mg ve taze kabukta kilogram basma 157 mg'dir.
Genel olarak, narenciye kabugunda hesperidin icerigi, narenciye meyvelerinin diger
kisimlarina gore daha yiiksektir. Ancak limon tohumlari, metanol ekstraksiyonu ile
soyulmasindan daha fazla hesperidin igerir. Elle sikilmis Florida portakal suyu, ¢op
basma 335-351 mg hesperidin icerirken, Israil Ortanique narenciye suyu ¢dp basina
273-287 mg igerir. Pigmentli narenciye suyu, pigmente olmayan narenciyeden daha
fazla hesperidin icerir. Olgunlagsmamis narenciyelerin, olgunlagsmis narenciyeden daha
fazla hesperidin icermesi muhtemeldir. Is1 ile pastdrizasyon, en az 12 giine kadar 4 °
C'de saklanan narenciye suyundaki hesperidin igerigini azaltmamistir. Bunun yerine,
narenciye suyunun pastérizasyonundan sonra hesperidin igerigi 90 ° C'de 20 saniye
boyunca artar. Hesperidin igerigi, tek mukavemetli meyve suyunda ¢op basina 555 ila

761 mg ve konsantre meyve suyunda ¢op basina 470 ila 614 mg arasinda degigmektedir,
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bu da isleme prosediiriiniin narenciye suyundaki hesperidin igerigini etkiledigini
disiindiirmektedir. Narenciyeye ek olarak, nane (Mentha x piperita L.) ayrica UVB
1sinlamasini takiben igerigi artan hesperidin igerir. Kirmizi yenilebilir bir deniz yosunu
olan Porphyra dentata'nin metanol 6zii,% 5 hesperidin igerir (Man vd., 2019; Aggarwal
vd., 2020).

Diyet flavonoidlerinin biyoyararlaniminin sinirlt oldugu bilinmesine ragmen, Hesp'in
diisiik mikromolar seviyeleri (yaklasik 1 mM araligl), narenciye suyu alimindan sonra
5-7 saat boyunca kan serumunda tespit edilmistir, muhtemelen insan viicudunda sagligi

tesvik edici faaliyetlerini yerine getirecek kadar yiiksektir (Aggarwal vd., 2020).

Hesperidin (3,5,7 trihidroksiflavanon 7-rhamnoglucoside, CogHss O 15) ayrica 610.57
molekiil agirhigi ile hesperetin 7-rutinosid veya 7-O-glikozit hesperitin olarak da
adlandirilir. Hesperidinin erime ve kaynama noktalar1 sirasiyla 250-255 © C ve 576.16 °
C'dir. -20°C'de depolandiginda en az 2 yil stabildir. Hesperidin tek basina sulu ¢ozelti
icinde zar zor ¢ozlinmesine ragmen, hem propilen glikol hem de poli (etilen glikol) -400
icinde iyi ¢Oziiniir. Hesperidin'in ~ Kitooligosakkarit ile reaksiyonu, hesperidin-
chitooligosakcharid kompleksi verir, bu da onu suda ¢oziinlir hale getirir ve ayrica
sadece hesperidin'e gore Ustlin antioksidan aktivite gosterir. Ayrica, hesperidin ve
theaflavin-3 3'-digallate gibi diger flavonoidlerin karisimi, hesperidin'in% 10 dimetil
stilfoksit i¢indeki ¢oziiniirliigiinii artirabilir. EK olarak, alfa glukozil hesperidin de suda
¢oziinlir ve bu nedenle hem topikal hem de sistemik preparatlarda yaygin olarak

kullanilir (Man vd., 2019).

Kimyasal perspektifte, hesperidin yapisi, rutinoza bagli metil eriodictyol (hesperetin)
olarak bilinen bir aglison barindirir. Hesp, iki izomerik formda, yani neohesperidoz ve
rutinozda bulunan bir disakkarit (glikoz ve ramnoz) olan bir glikozit moiety igerir.
Moiety organik kimyada, bir kisim, diger molekiillerin bir pargast olarak tanimlandigi
igin bir isim verilen bir molekiiliin pargasidir. Neohesperidoz, kimyasal olarak 2-O-
alfal-Rhamnopyranosyl-d-glucopyranose olarak bilinir. Narenciye meyvelerinde
hesperetin  7-O-neohesperidosid formunda bulundugu bildirilmektedir. Ote yandan,
genellikle bitkisel kaynaklardan elde edilen bir disakkarit, kimyasal olarak 6-O-(-I-
Rhamnosil)-d-glukoz veya 6-O-(-1-Rhamnopyrano sil)-d-glukopiranozdur. Bu disakkarit
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moieties narenciye biyoflavonoidlerinin aciligindan sorumludur. Disakkaritlerden,
narenciye meyvelerinin tadi, rutinosid moiety'nin varligi nedeniyle tatsizdir,
neohesperidosides moiety ise aci tattan sorumludur. Hesp yaygin olarak greyfurt (aci)
seklinde neohesperidositlerde ve portakal (act olmayan) seklinde rutinositte bulunur.
Kimyasal Hesp iskeletinde, hesperetin (aglikon yapisi) glikoza baglanir ve ramnoz bu
yapiya glikoz moiety yoluyla daha fazla baglanir. Hesperetin'de, bir biyoflavonoid,
aglikon yapist (S)-2,3-dihidro-5,7-dihidroksi-2-(3-hidroksi-4-metoksifif enil)-4H-1-
benzopiran-4-1. Hesperidin, Asit hidrolizi sirasinda hesperetin, 1-ramnoz ve d-glukoza
dontistiiriilen hesperetenik asit ve phloroglucinol.12,16 Hesp'in biyolojik aktivitesi, hem
heterosiklik hem de aromatik halkalarda hidroksil ~moieties varligindan
kaynaklanmaktadir. Ayrica, hesperidin'in potansiyel antioksidan kapasitesi ile hidroksil
moieties varligl ve sayist arasinda yakin bir iliski vardir. EK olarak, Hesperidin ayrica
noro-koruyucu eylemler barindirir ve kan-beyin bariyerine niifuz etme yetenegine

sahiptir (Garg vd., 2001; Mitsunaga vd., 2000; Aggarwal vd., 2020).
2.5.1. Hesperidin ile Yapilan Calismalar

Bir antiepileptik ila¢ olan valproik asidin hesperidin ile kombine kullaniminin hem
beyin hem de karaciger dokusu Orneklerinde oksidan-antioksidan savunma sistemi
tizerindeki etkilerinin arastirilmasi amaglanarak yapilan bir ¢alismada, toplam 48, 3
aylik ve 200-250 gram erkek Wistar-Albino si¢anlar1 6 gruba ayrildi. Grup 1 Kontrol
idi. Grup 2: pentilenetetrazol (60 mg / kg intraperitoneal), Grup 3: hesperidin (100 mg /
kg oral), Grup 4: pentilenetetrazol + hesperidin, Grup 5: pentylenetetrazol + valproik
asit (400 mg / kg ip), Grup 6: pentylenetetrazol + valproik asit + hesperidin. Sonuglar
SPSS yazilimi kullanilarak istatistiksel analize tabi tutulmus ve p<0.05 anlamli deger
olarak kabul edilmistir. Kontrol grubu disindaki tiim gruplara 1-7-14-28 giinde kimyasal
ajanlar verildi. Deney sonunda elde edilen beyin ve karaciger dokusu homojenatlarinda
glutatyon, malondialdehit diizeyleri ve siiperoksit dismutaz aktivitesi belirlendi.
Sonuglar, glutatyon diizeyleri ve siiperoksit dismutaz aktivitesi azalirken,
pentilenetetrazol grubunda malondialdehit diizeylerinin anlamli olarak arttigini
gostermistir. Valproik asit ve hesperidin kombinasyonunda, pentilenetetrazol tarafindan
tiretilen epilepsi modelinde beyin ve karaciger glutatyon seviyeleri onemli dl¢iide artmis

ve malondialdehit seviyeleri azaldi. Ayrica hesperidinin tek basina veya valproik asit ile
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birlikte verildiginde pentilenetetrazol ve pentilenetetrazol + valproik asit gruplarina
kiyasla beyin dokusu o6rneklerinde siiperoksit dismutaz aktivitesini anlamli derecede
arttirdig1 gozlendi. Karaciger dokusunda hesperidin, siiperoksit dismutaz aktivitesini
kontrol grubuna gore anlamli olarak arttirdi ve siiperoksit dismutaz aktivitesi beyin ve
karaciger drneklerinde hem pentilenetetrazol grubuna hem de hesperidin grubuna gore
anlamli olarak artti. Sonuglarimiz, hesperidinin antiepileptik ilaglarla kombinasyon
halinde kullanildiginda antioksidan aktiviteyi artirabilecegini gosterdi (Serdaroglu

Kasike1 vd., 2019).

Dekabromodifenil eter (BDE-209) ve Sodyum nitrit (SN), et ve balikk gidalarinin
islenmesinde bir arada bulunur, ancak bunlar1 birlikte ele alan bir arastirmada, ikili
karisimin BDE-209 ve SN toksisitesini arastirmak ve hesperidinin (Hsp) kombine
toksisite tlizerindeki koruyucu etkisini arastirmak amaclandi. Sonugclar, tek bagina BDE-
209 veya SN'nin etkisiyle karsilastirildiginda, ikili karisimin, oksidatif stres, Ca2 +
birikimi, mitokondriyal disfonksiyon esliginde HepG2 hiicrelerinin yasayabilirligini
bozmada sinerjik bir toksik etkiye sahip oldugunu gostermistir. y-H2AX floresan
odaklarinin ve mikroniiklei sayisinin artmasi da genotoksisitesini gostermistir. Hsp'nin
o6n muamelesi, ikili kombinasyonun neden oldugu yukaridaki hasar1 6nemli Ol¢iide
hafifletebilir. Bu bulgular, BDE-209 ve SN'nin toksikolojik etkilesimini ortaya koydu
ve hesperidin gibi bol miktarda dogal flavonoid igeren gidalarin bu toksikolojik riski

azaltabilecegini vurguladi (Che vd., 2021).

Sicanlarda ¢ekal ligasyon ve delme (CLP) ile tetiklenen akciger ve bobrek hasarlarina
kars1 hesperidinin (Hes) potansiyel yararlarini inceleyen bir ¢calismada, Toplam oksidan
durum (TOS), malondialdehit (MDA) ve oksidatif stres indeksi (OSI) diizeyleri,
miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesi anlamli olarak artarken, siiperoksit dismutaz (SOD)
ve toplam antioksidan durum (TAS) degerleri CLP grubunda akciger ve bobrek
dokularindaki sahte gruba gore azalmistir. Aksine, SOD ve TAS diizeyleri artarken, Hes
tedavileri nedeniyle MPO aktivitesi, TOS, OSI ve MDA diizeyleri azalmistir. Kaspaz-3
ve LC3B immiin pozitifligi CLP grubunda akciger ve bobrek dokularinda sahte gruba
gore anlamli olarak artarken, Hes tedavi gruplarinda azalma goézlenmistir (Erdogan vd.,

Akdeniz Tip Dergisi, 8(1), 1-8).
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Peroral hesperidinin iyonlastirici radyasyonun neden oldugu karaciger dokusunda
oksidatif stresi azaltmadaki koruyucu etkisinin arastirildig1 bir ¢alismada, 24 yetiskin
erkek sican rastgele dort gruba ayrildi. Grup kontroliine sadece fizyolojik salin, Grup
HES'e 15 giin boyunca 50 mg/kg viicut agirliginda (BW) hesperidin, Grup RAD'a
sadece 1s1nlama ve Grup HES+RAD giinde 50 mg/kg BW'de hesperidin verildi ve daha
sonra 1ginlandi. 15 hesperidinin giiniinlin sonunda, RAD ve HES + RAD Gruplarindaki
hayvanlar abdominopelvik bolgeye 10 Gy'lik bir doza maruz birakildi. Total antioksidan
durum (TAS) ve malondialdehit (MDA) tayininde karaciger ve kan 6rnekleri kullanildi
ve histopatolojik inceleme yapildi. Grup RAD ile karsilastirildiginda Grup
HES+RAD'de plazma ve doku MAD diizeyi anlamli olarak azald1 (p=0.002). TAS'm
hem plazma hem de doku diizeyleri HES+RAD grubunda anlamli olarak daha ytiksek
bulundu (sirasiyla p=0.002,p=0.004). Grup RAD'n histolojik incelemesi, portal 6dem,
belirgin intrasitoplazmik vakuolizasyon, hepatositlerde sislik, nekroz, belirgin
siniizoidal ve santral ven dilatasyonu ve tikanikligi gozlendi. Grup HES+RAD
periportal o6demde, santral ven dilatasyonu ve tikaniklign Grup RAD ile
karsilagtirildiginda histolojik olarak belirgin degildi. Sonug olarak radyoterapinin lipid
peroksidasyonunda artisa ve anti-oksidan kapasitesinde azalmaya yol agtig1
bulunmustur; Sicanlarda karaciger hasarinin ve oksidatif stresin histolojik
degisikliklerini azaltmak i¢in art arda 15 giin boyunca 50 mg / kg / giin hesperidin
uygulamasinin etkili oldugu goriilmiistiir (Aydin vd., 2019).

Bu aragtirmada, oksidan 6zellik gdsteren nitrit maruziyetine karsi antioksidan etkinligi

bilinen hesperidinin etkisinin incelenmesi amaglanmaktadir.
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3. MATERYAL ve METOT

Calismada kullanilan Hesperidin (Abdelaziz vd., 2020; Turk vd., 2019) ve Sodyum
nitrit (Hakk1 Cigerci vd., 2009) verilme miktarlari daha 6nce yapilan ¢alismalar esas
alinarak belirlendi. Cizelge 3.1°de gosterildigi gibi Erkek ratlar her grupta 7’ser adet
olacak sekilde; I. Grup: negatif kontrol, 1. Grup: 60 mg/kg dozunda tek sefer subkutan
olarak sodyum nitrit (NaNO2) verildi, Il1., 1V. ve V. gruplara 60 mg/kg dozunda tek
sefer subkutan enjeksiyon sodyum nitrit (NaNO2) verilmesine ilave olarak 50; 100 ve
200 mg/kg dozlarda hesperidin gastrik gavaj yoluyla 15 giin boyunca her giin
uygulandi. Son uygulamalardan 24 saat sonrasinda deney hayvanlaridan ketamin ve
ksilazin anestezisi altinda intrakardiyak olarak kan ve ayrica karaciger, akciger, bobrek,
kalp, testis ve beyin dokular1 alindi, hizli bir gekilde laboratuvarda on islemleri

gerceklestirildi.

Cizelge 3.1: Deney ve kontrol gruplari

Deney ve Kontrol Gruplari Grup Basina Hayvan Adet
Grup I- Kontrol 7
Grup I1-Sodyum Nitrit (60 mg/kg) 7
Grup I11- Sodyum Nitrit (60 mg/kg) + Hesperidin (50 mg/kg) 7
Grup V- Sodyum Nitrit (60 mg/kg) + Hesperidin (100 mg/kg) 7
Grup V- Sodyum Nitrit (60 mg/kg) + Hesperidin (200 mg/kg) 7

3.1. Anestezi ve Sakrifikasyon Asamasi

Ratlara son uygulamalardan 24 saat sonrasinda deney hayvanlaridan ketamin ve ksilazin
anestezisi altinda intrakardiyak olarak kan ile birlikte karaciger, akciger, bobrek, kalp,
testis ve beyin dokular1 alinacak, hizli bir sekilde laboratuvarda o6n islemleri
gerceklestirildi. Gogiis kafesi agilan ratlara anestezi sonrast EDTA'1 enjektdrle 3-5 cc
kan alma islemi yapildi. Ardindan zaman kaybetmeden servikal dislokasyon yapildi ve

boylelikle sakrifikasyon islemi de tamamlandi. 10 dakikada 3000 devir/dk’da santrifiij
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edilen kan numune plazmalar1 ayrildi, 1,5’lik ependorf tiiplere ayrilan plazmalar -80 °C
‘de analizleri tamamlanincaya kadar muhafaza edildi. Ratlarin sakrifiye isleminden
sonra Onceden agilmis olan gogiis kafesinin yanindaki karin bolgesi de cerrahi
metotlarla agildi ve ratlarin karacigerleri alindi. Dokulardan histopatolojik analizler
icinde dahil olmak iizere parcalar alinarak biyokimyasal ve molekiiler incelemeler i¢in -
80 °C de saklandi.

3.2. Doku Homojenizasyonu

Winterbourn ve ark. (1975) tarafindan gelistirilen method Eritrositlerin hazirlanmasinda
kullanildi. Bu amagla eritrositler, kan o6rneklerinin santrifiijlenmesi (3500 rpm, 15
dakika, 4 °C) sonrasinda 3 kez es yogunluktaki tuzlu su tampon soliisyonu (pH 7.4) ile
yikanarak erigildi. Ardindan eritrositler esit hacimde es yogunluktaki salin tampon
¢ozeltisi ile Eppendorf tiiplerine iletildi ve -20 °C'de flakonlarda saklandi. Analiz igin,
iyonlarin uzaklastirildigi soguk su kullanilarak eritrosit siispansiyonunun 6l¢timii hazir
hale getirlidi. Ince vd. (2014)’ne gore doku drneklerinin hazirlanmasi gerceklestirildi.
Ozetle sakrifiye edilen hayvanlar beyin, bobrek, akciger, karaciger, kalp ve testis
dokular1 alindiktan sonra soguk es yogunlukta tuzlu su tamponu kullanilarak yikandi.
Dis dokudan armdirilan doku numuneleri sogutulmus Tris-HCI tamponu (0.15 M, pH
7.4) icinde yikandi ve Orenklerin homojenatlart (%10, w/v) hazir hale getirldi.
Sonrasinda 3500 rpm'de 4 °C'de 10 dakika santrifiij edilen homojenize dokular analize
kadar -20 °C'de muhafaza edildi. CAT, SOD, GSH ve MDA degerleri ve lipid
peroksidasyon antioksidan parametrelerinin analizi i¢in dokularin homojenatlar1 ve

alyuvarlar degerlendirldi.

3.3. Siiperoksid Dismutaz (SOD) ve Katalaz (CAT) Akivitesinin Tayini

Hiicrelerin oksidatif strese karsi savunmasmda CAT ile SOD etkili olur (Guerin vd.,
2001). Sun vd. (1988) araciligiyla ifade edildigi tzre eritrosit lizatt ve doku
homojenatindaki SOD aktivitesi yapildi. Bu metotun ilkesi, ksantin oksidaz ve ksantin
arasindaki reaksiyon ile siiper oksit akigi olusturarak nitroblue tetrazolyumu (NBT)
mavi formazon'a indirgeyen temel bir siiperoksit belirtecinden gelmektedir. SOD
aktivitesi, eritrositte U/gHb ve dokuda g protein basina U seklinde gosterildi ve 560
nm'de spektrofotometrik Ol¢tim yapildi. Sirasiyla Aebi (1974) ve Luck (1963)
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aracilifiyla anlatilan metotlara gore doku homojenatt ve eritrosit lizatinda CAT
aktivitesi belirlendi, Bu metotlar, H,O;'nin katalaz yoluyla su ve oksijene ayrisan H,O,
ile iglenir. 240 nnm’de oda sicakliginda 45 saniye indirgenme hizi hesaplandi. 240
nm'de ultraviyole spektrumda maksimum sogurmasini H,O, gergeklestirir. Eritrositte
k/gHb ve dokuda k/pg protein (k; nmol/dk) olarak ifade edildi. Sirasiyla Lowry vd.
(1951) ve Drabkin ve Austin (1935) araciligiyla dokulardaki protein ve eritrositlerdeki

hemoglobin igerigi sirasiyla spektrofotometrik olarak tespit edildi.

3.4. Malondialdehit (MDA) ve Rediikte Glutatyon (GSH) Tayini

Lipid peroksidasyonunun (LPO) giivenilir bir biyolojik gostergesi olarak
Malondialdehit (MDA) seviyesi degerlendirildi. Tam kan O&rnekleri ve doku
homojenatlarinda MDA Draper ve Hardley (1990) ve Ohkawa vd (1979) araciligiyla
tayin edildi. Ve bu metotlar, tiyobarbitiirik asit ve MDA reaksiyonunun erisilen rengini
trofotometrik olarak dlger. MDA derisimi, tiyobarbitiirik asit-MDA karisiminin (kanda
nmol/ml ve dokuda nmol/g) absorbans katsayisi ile ve 532 nm bir ¢ift 15mli UV-

Goriiniir spektrofotometre (Shimadzu 1601, Tokyo, Japonya) kullanilarak tayin edildi.

GSH, reaktif oksijen gesitlerine karsi enzimatik olmayan bir koruma sisteminin bas
tiyesidir ve harcanmasi oksidatif stres araciligiyla indiiklenebilir (Guerin vd., 2001).
Beutler vd., (1963) araciligiyla ifade edildigi gibi doku ve kan orneklerindeki GSH
konsantrasyonu tayin edildi. Ozetle, drnek (0,2 ml) ve damitilmis su (1,8 ml) birlikte
karistirilir, ardindan 6rnege 3 ml ¢okeltme ¢ozeltisi (1,67 g HPO3, 30 g NaCl, 0,2 g
EDTA, 100 ml distile suda) ilave edildi. Bu bilesim, ortalama 5 dakika bekletilip
stiziildii (Whatman No. 42). Ardindan siiziintii (2 mi) farkl tiipte 0.3 M Na2HP04 (8
mi) ve 5,5-Dithiobis (2-nitrobenzoik asit) (1 mi) ile birlestirildi. 412 nm'de Optik
yogunlugun spektrofotometrik olarak (Shimadzu 1601 UV-VIS spektrofotometre,
Tokyo, Japonya) tayin edildi. Sonuglar 1slak doku nmol/ml kan ve nmol/g olarak

belirlendi.

3.5. Histopatolojik Degerlendirme

Beyin, akciger, kalp, bobrek, karaciger ve kalp dokular1 disseke ratlardan alindi ve

formaldehitin %10’luk ¢o6zeltisi i¢inde bekletildi. Ardindan kesitleri alinin dokular
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histolojik doku takip usullerine dogrultusunda incelendi ardindan parafin bloklara
gomiildii. Parafin kesitleri 5-6 um kalinliginda kesildikten sonra hematoksilen-eozin
boyamasi yapildi. Eclipse Ci ve Nikon mikroskobunda incelendi. Histolojik doku takip

yontemi asagida ozetlenmistir.

3.5.1. Doku Takibi

Histopatolojik dlgiimlemlerin yapilmasi i¢in % 10’luk tamponlu formalin ¢ozeltisinde
bobrek, kalp, karaciger, beyin, testis ve akcigerlerden alinan doku numuneleri
degerlendirildi. Sonrasinda doku numuneleri 2-3 mm kalinliginda ve dogru boyutlarda
kiigiiltiilerek doku takip kasetlerine alindi. Akan sebeke suyu altindada yarim giin
yikandiktan sonra 50, 70, 80, 96’lik ve 1 ve ksilol, absoliit alkol, ksilollii parafin takiben
58°C’de erimis parafinde 2’ser saat bekletildi ve tekrardan parafinle bloklandi.
Mikrotom (Leica, RM 2245) ile parafin bloklar1 5 mikron kalinliginda kesilerek alinan
numuneler su banyosu (Leica, HI 1210) {istiinden lamellere alindi. On dakika siireyle
etiivde kurutulmasimin ardindan histopatolojik metotlarda analiz verisi elde etmek igin
degerlendirildi. hematoksilen-eosin boyama yontemi (HE) ile tiim kesitler 50, 70, 80 ve
96’lik alkol serileri ile ksilolden gegirilerek makul sekilde boyandi (Luna, 1968).
Boyamalar1 yapilan numuneler, binokuler baglikli 151k mikroskobunda (Nikon, Eclipse
Ci, Tokyo, Japan) analiz edildi liiziimlu numunelerden mikroskobik fotograflar gekildi

(Nikon DS Fi3, microscopic digital camera systems, Tokyo, Japan).

3.6. Molekiiler Analizler

Alman numunelerde doku hasar ile iligkili olan yangisal genlerin (IFN- y, TNF-a ve
NFKB) ekspresyon diizeyleri incelendi. RNA izolasyonu, RNA’larin Kalite Kontrolii,
DNaz Uygulamas1 ve cDNA Eldesi asamalar boyunca takip edildi. Ratlardan alinan
karaciger ve bobrek doku numuneleri RNAlater ¢ozeltisine (Thermo Fisher Scientific,
USA) alindi ve daha sonra -80°C’de isleme kadar muhafaza edildi. GeneJet RNA
Purifikasyon Kiti (Thermo Fisher Scientific, USA) kullanilarak RNA ayristirmasi
uygulandi. Karaciger ve bobrek dokularindan ayristirilan RNA’larin kalitesi ve miktari
MultiskanTM FC Mikroplate Fotometre (Thermo Fisher Scientific, USA) cihazinda
A260/A280 UV dalga boylarinda olgiilerek, gruplara ve dokulara ayristirilarak RNA
miktarlari ¢cDNA eldesinde toplamda 1pg RNA olmasit bigcimde hesaplanarak
degerlendirildi. Elde edilen RNA’lardan DNA’y1 uzaklastirmak i¢in 1 pg kalip RNA, 1
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ul 10X Reaksiyon ¢ozeltsi, 1 ul RNaz igermeyen DNaz I (Thermo Fisher Scientific,
USA) eklenip ve DEPC (dietil pirokarbonat) miktariyla toplam 10 pl’ye tamamlanarak
30 dk 37°C-10 dk 65°C’de inkiibasyon yapildi. cDNA, DNaz I uygulamasi yapilan
RNA’dan RevertAid H Minus Single Strand ¢cDNA Sentez Kit (Thermo Fisher
Scientific, USA) destegiyle elde edildi. Deneyde kullanilan primerler NCBI web
sitesinden Rattus norvegius’a 0zgii B-aktin, NFkB, TNF-a, ve IFN- y genlerine ait
mRNA dizileri kullanilarak ve FastPCR 6.0 (Kalendar vd., 2009) bilgisayar programiyla
primer tasarimi yapildi. Primer dizileri ve gen bankasi numaralar1 Cizelge 3.2.°de
verilmistir. Deney gruplart arasindaki gen ekspresyon seviyelerindeki ayrimlari tespit
etmek maksatiyla real- time PCR ve gene 0zgii primerlerden faydalanildi.
Housekeeping gen (B-Aktin) ekspresyonu, karaciger dokularindaki numuneler Bio RAD
real-time PCR cihazinda analiz edildi. Ardindan Real-time PCR sonuglarinin analizi Bio
RAD CFX Manager 3.1 programi degerlendirilerek yapildi. PCR karigimi, 1 pl revers
primer (10 pmol), 1ul forward primer (10 pmol), 10 pl SybrGreen karigimi (Maxima
SYBR Green qPCR Master Karisimi ve ROX ¢ozeltisi, (Thermo Fisher Scientific,
USA), 1 ul cDNA ve 7 ul su ilave edilerek, miktar1 20 pl olarak belirlendi. Ug adimli
amplifikasyon siirecinde sirasiyla; primer yapismasi, denatiirasyon ve zincir uzatma
olarak degerlendirildi. Sonrasinda erisilen amplifikasyon egrilerine ait olan dongii esigi
(Ct) parametrelerinden yola ¢ikarak, hedef genlerin mRNA ekspresyon diizeylerinin
nisbi degisimleri 2-AACt yontemi ile hesaplandi (Pfaffl, 2001). Sonug her gen i¢in 2-
AACt formiiliinde isleme alinarak mRNA ekspresyon diizeyi tizerine ilave edilecek bir
bigimde artis ya da azalma olarak tespit edildi. Endojen kontrol geni B-aktin olarak
belirlendi ve diger genlerin ekspresyon diizeyleri her numunenin f-aktin diizeyine gére

normalizasyon yapildi.
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Cizelge 3.2: Yangisal genlerin ekspresyon diizeyleri

Gen Oligoniikleotit Dizisi Gen Bankasi No

B-Aktin GAGGGAAATCGTGCGTGACA NC_005111.4
ACATCTGCTGGAAGGTGGACA

NF«kB TCCCCAAGCCAGCACCCCAGC NM_199267.2

TNF-a (Takahashi vd., 2018)

IFN-y

A M U M XU M W TN

GGCCCCCAAGTCTTCATCAGC
CGAGTGACAAGCCCGTAGCC NM_012675.3
GGATGAACACGCCAGTCGCC
AAGACAACCAGGCCATCAGC  NM_138880.3
TTCACCTCGAACTTGGCGATG
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Bulgular

4.1.1 MDA Diizeyleri

Sadece sodyum nitrat uygulanan gruplarmn kan ve doku orneklerinde MDA diizeyleri hesperidin verilen gruplara gére anlamli seviyede

artisa neden oldu. Farkli dozlarda hesperidin uyguamasi MDA diizylerinin sodyum nitrit grubuna kiyasla anlamli derecede kontrole

yaklastirdigi belirlendi.

Kan ve doku 6rneklerine ait MDA seviyeleri Cizelge 4.1°de verildi.

Cizelge 4.1: MDA diizeyleri

MDA Kan Bobrek Karaciger Kalp Beyin Akciger Testis
(nmol/ml) (nmol/g doku) | (nmol/g doku) | (nmol/g doku) | (nmol/g doku) | (nmol/g doku) | (nmol/g doku)

Kontrol 31,5546,48¢ 8,2+2,58d 11,91+1,55¢ 4,4+1,65d 2,93+0,49¢ 5,5242¢ 1,97+0,51d

Sodyum nitrit 49,61+10,53a 21,99+3,51a 22,08+4,31a 8,86+1,23a 5,28+0,89a 16,4+5,61a 5,25+1,15a

Sodyum nitrit+ 43,36+6,09bc 18,22+6,27ab 18,8+4,31ab 6,79+1,09b 4,16+1,45b 13,97+3,04b 3,78+1,13b

Hes 50 mg/kg

Sodyum nitrit+ 42,11+10,52ab 14,17+3,5bc 15,143,94bc 6,19+1,2bc 3,12+0,65¢ 9,25+3,05¢ 3,16+0,86bc

Hes 100 mg/kg

Sodyum nitrit+ 36,35+7,51ab 11,77+4,2¢d 12,14+1,53¢ 5,27+0,75¢cd 2,96+0,55¢ 7,58+2,21¢c 2,38+0,53cd

Hes 200 mg/kg
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4.1.2. GSH Diizeyleri

Hesperidin uygulanan gruplarin kan ve doku orneklerinde GSH degerlerinin pozif kontrol grubunun degerlerine kiyasla yiikseldigi

gozlendi. Bununla birlikte, sadece sodyum nitrit uygulanan grubun GSH seviyesi negatif kontrol ve hesperidin uygulanan gruplara kiyasla

azaldig1 belirlendi. Kan ve doku 6rneklerindeki GSH diizeylerinin degisimi Cizelge 4.2°de verildi.

Cizelge 4.2: GSH diizeyleri

GSH Kan Bobrek Karaciger Kalp Beyin AKciger Testis
(nmol/ml) (nmol/g doku) | (nmol/g doku) | (nmol/g doku) | (nmol/g doku) | (nmol/g doku) | (nmol/g doku)

Kontrol 91,51+£7,22a 42,14+12,31a 37,51£8,87a 16,14+1,55a 18,72+6,61a 11,75+1,66a 5,64+2,05a
Sodyum nitrit 49,63+15,93¢ 25,244,06¢ 18,7742,2d 9,85+3,08b 10,87+0,83b 6,79+2,42¢ 1,67+0,53¢
Sodyum nitrit+ 58,47+16,81bc | 28,09+7,46¢ 21,8443,23cd 10,5142,18b 12,1742,37b 7,06+2,53¢ 3,32+0,86b
Hes 50 mg/kg
Sodyum nitrit+ 67,8423,95bc | 32,25+6,74bc 27,03+4,12bc 14,38+1,57a 13,2343,05b 8,99+2,41bc 3,5+0,9b
Hes 100 mg/kg

76,58+12,3ab | 37,55+6,16ab 28,47+2,78b 15,23+2,98a 15,58+4,48ab 9,64+0,9ab 5,42+1,36a

Sodyum nitrit+
Hes 200 mg/kg
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4.1.3. SOD Aktivite Diizeyleri

Sodyum nitrit uygulamast eritosit ve diger dokularda SOD enzim aktivitesinin negatif kontrol ve hesperidin gruplarina kiyasla azalmasina
neden oldu. Bununla birlikte, farkli dozlarda hesperidin uygulamas1 SOD aktivitesinde pozitif kontrole gore artislar saptandi. Eritrosit ve
diger dokulardaki SOD diizeylerinin degisimi Cizelge 4.3 te verildi.

Cizelge 4.3: SOD Aktivite diizeyleri

SOD Eritrosit Bobrek Karaciger Kalp Beyin AKciger Testis
(U/gHDb) (U/ng protein) | (U/ng protein) | (U/ug protein) | (U/ug protein) | (U/ug protein) | (U/ug protein)

Kontrol 321,9+129,24a 20,2+4,99a 22,56+6,72a 7,57+3,03a 6,99+2,4a 8,04+3,04a 4,45+1,27a

Sodyum nitrit 92,69+20,51d 10,31+3,76¢ 7,42+2,85¢ 2,98+0,93¢ 3,28+1,22b 4,86+1,19b 2,25+0,88¢c

Sodyum nitrit+ 173,47+22,02¢cd 12,2542,8bc 9,7+3,15¢ 3,8+1,3bc 4,4+1,86b 5,6+0,78b 2,67+0,71bc

Hes 50 mg/kg

Sodyum nitrit+ 209,61+58,6bc 14,27+3,39bc 10,87+4,48bc 4,37+1,59bc 4,48+1,25b 6,72+1,64ab 2,9+1,08bc

Hes 100 mg/kg

Sodyum nitrit+ 278,46+110,64ab | 16,43+4,18ab 15,67+5,16b 5,18+1,65b 5,39+2,02ab 6,95+1,8ab 3,57+0,64ab

Hes 200 mg/kg
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4.1.4. CAT Aktivite Diizeyleri

Sodyum nitrit uygulamasi eritrosit ve dokularda CAT enzim aktivitesinde belirgin diistislere neden olurken hesperidin eklenmesinden
sonra enzim aktivitesinin olumlu yonde artis gdsterdigi ve kontrol grubu degerlerine yaklastig1 tespit edilmistir. CAT aktivite diizeyleri

degisimi Cizelge 4.4’ gbsterilmistir.

Cizelge 4.4: CAT aktivite diizeyleri

Katalaz Eritrosit Bobrek Karaciger Kalp Beyin AKkciger Testis
(k/gHDb) (k/ng protein) | (k/ng protein) | (k/ug protein) | (k/ug protein) | (k/ug protein) | k/ug protein)

Kontrol 231,94+59,23a 11,86+4,76a 10,02+3,18a 2,82+0,91a 3,08+1,3a 4,23+1,64a 2,08+0,66a

Sodyum nitrit 97,25+23,6d 3,05+0,47¢ 3,16£1,22¢ 1,56+0,37¢ 1,44+0,4b 1,86+0,76¢ 0,95+0,16¢

Sodyum nitrit+ 128,61+37,3cd 5,65+1,96bc 5,35+1,54bc 1,9+0,6bc 1,78+0,68b 2,07+0,68¢c 1,3540,47bc

Hes 50 mg/kg

Sodyum nitrit+ 167,29+62,6bc 7,68+3,25b 6,31£1,48b 2,33+0,55ab 2,04+0,58b 2,554+0,99bc 1,524+0,48b

Hes 100 mg/kg

Sodyum nitrit+ 192,06+70,1ab 8,8243,43ab 8,73+2,06a 2,44+0,78ab 2,334+0,85ab 3,73£1,3ab 1,7940,54ab

Hes 200 mg/kg
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4.1.5. Karaciger ve Bobrekte Degisen Biyokimyasal Gen Parametreleri

Ratlardaki karaciger ve bobrek dokularinda sodyum nitrit (tek doz 60 mg/kg), 50, 100
ve 200 mg/kg hesperidinin IFN-y gen ekspresyon diizeyleri tstiindeki etkisi
degerlendirildi. Sekil 4.1. ve sekil 4.2.” de gosterildi. Her iki dokudaki gen iizerine
sodyum nitrite etkisi olumsuz etki gosterirken, artan dozlardaki hesperidin anlamli

derecede kontrole yaklastirmistir.

IFN-gamma
(]
-
= E3 Kontrol
g‘ 4- a @™ Sodyum Nitrit
> E ab Sodyum Nitrit
@ 37 +Hesperidin 50
0’9 bc Sodyum Nitrit+
g e 3 Hesperidin 100
o = cd
g x 4 ER Sodyum Nitrit
— 14 +Hesperidn 200
=
% 0 1 |

Deney Gruplari (Bobrek)

Sekil 4.1: Bobrek dokusu IFN-gamma diizeylerinin mRNA ekdpresyon seviyelerindeki kat
degisimi. (a,b,c,d) Aym siitunda, farkli harflere sahip degerler istatistiksel olarak Onemli
farkliliklart gésterir. (p <0.05).
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Sekil 4.2: Karaciger dokusu IFN-gamma diizeylerinin mRNA ekdpresyon seviyelerindeki kat

degisimi. (a, b, ¢, d) Aym siitunda, farkli harflere sahip degerler istatistiksel olarak onemli

farkliliklart gosterir. (p <0.05).

Ratlardaki karaciger ve bobrek dokularinda sodyum nitrit (tek doz 60 mg/kg), 50, 100

ve 200 mg/kg hesperidinin NF-kB gen ekspresyon diizeyleri istiindeki etkisi

degerlendirildi. Sekil 4.3. ve sekil 4.4.°de gosterildi. Her iki dokudaki gen iizerine

sodyum nitrite etkisi olumsuz etki gosterirken, artan dozlardaki hesperidin anlamli

derecede kontrole yaklastirmistir.
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Sekil 4.3: Karaciger dokusu NF-kB diizeylerinin mRNA ekdpresyon seviyelerindeki kat

degisimi. (a, b, ¢, d) Aym siitunda, farkli harflere sahip degerler istatistiksel olarak onemli

farkliliklart gosterir. (p <0.05).
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Sekil 4.4: Bobrek dokusu NF-kB diizeylerinin mRNA ekdpresyon seviyelerindeki kat

degisimi. (a, b, ¢) Aym siitunda, farkli harflere sahip degerler istatistiksel olarak 6nemli

farkliliklart gosterir. (p <0.05).
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Ratlardaki karaciger ve bobrek dokularinda sodyum nitrit (tek doz 60 mg/kg), 50, 100

ve 200 mg/kg hesperidinin  TNF-a gen ekspresyon diizeyleri istiindeki etkisi

degerlendirildi. Sekil 4.5. ve sekil 4.6.’da gdsterildigi gibi Ortalama degerler + standart

sapmalardir (n=7). Her iki dokudaki gen iizerine sodyum nitrite etkisi olumsuz etki

gosterirken, artan dozlardaki hesperidin anlamli derecede kontrole yaklastirmistir

(Resim 4.4, Resim 4.5).

TNF-alfa

Q

T ab

mRNA ekspresyon seviyelerinde
kat degisimi

d
1- %
0 T

Deney Gruplari (Bdbrek)

NED

A

NN

7/

Kontrol

Sodyum Nitrit

Sodyum Nitrit +Hesperidin
50

Sodyum Nitrit +Hesperidin
100

Sodyum Nitrit +Hesperidin
200

Sekil 4.5: Bobrek dokusu TNF-alfa diizeylerinin mRNA ekdpresyon seviyelerindeki kat

degisimi. (a, b, ¢, d) Aym siitunda, farkli harflere sahip degerler istatistiksel olarak 6nemli

farkliliklart gésterir. (p <0.05).
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Sekil 4.6: Karaciger dokusu TNF-alfa diizeylerinin mMRNA ekdpresyon seviyelerindeki kat
degisimi. (a, b, ¢) Aym siitunda, farkli harflere sahip degerler istatistiksel olarak Onemli

farkliliklart gosterir. (p <0.05).
4.2. Histopatolojik Bulgular

Hematoksilen eozin ile boyanan drnekler 151k mikroskobu altinda degerlendirildi. Beyin
Dokusunda néronlarda vakuolizasyon olusumlari, fokal glia hiicre infiltrasyonu alanlari
goriildii. Akciger dokusunda alveollerde ©6dem olusumu, intersitisyel bolgede
kalinlagsma, bronsiyal epitel hiicrelerinde hiperplazik goriiniim, damarlarda hiperemi
goriildii. Kalp Dokususunda myokard hiicrelerinde hyalin dejenerasyonuve nekroz alanlari
goriildi. Karaciger Dokusunda vena sentralislerde hiperemi,kupffer hiicre sayisinda artis,
sinuzoidal dilatasyon ve hiperemi, ¢ift ¢ekirdekli hepatosit olusumlar1 goriildii. Bobrek
Dokusunda glomerulus bowman boslugunda daralma, glomerulus kapillar yumaginda
vakuolizasyon olusumlari,tubulus epitel hiicrelerinde nekroz goriildii. Testis Dokusunda
tek katli prizmatik epitelde dejenerasyon, endometriyal bezlerde hiperplazi gorildil.
Histopatolojik bulgular resim 4.1., resim 4.2., resim 4.3., resim 4.4., resim 4.5., resim
4.6.’da gosterildi.
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Resim 4.1: Beyin Dokusu Histopatolojik Incelemesi, kalin ok (néronlarda
vakuolizasyon olusumlar1), ince ok (fokal glia hiicre infiltrasyonu alanlar)

gostermektedir.

Resim 4.2: Akciger Dokusu Histopatolojik Incelemesi, kalin ok (alveollerde 6dem
olusumu), ince ok (intersitisyel bolgede kalinlasma), kivrimli ok (bronsiyal epitel

hiicrelerinde hiperplazik goriiniim), okbas1 (damarlarda hiperemi) gostermektedir.

Resim 4.3: Kalp Dokusu Histopatolojik Incelemesi, kalin ok (Myokard hiicrelerinde

hyalin dejenerasyonuve nekroz alanlar1) gosterir.

Resim 4.4: Karaciger Dokusu Histopatolojik Incelemesi, kalin ok (vena
sentralislerde hiperemi), ince ok (kupffer hiicre sayisinda artis), kivrimli ok (sinuzoidal

dilatasyon ve hiperemi), okbas1 (¢gift ¢ekirdekli hepatosit olusumlari) gosterir
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Resim 4.5: Bobrek Dokusu Histopatolojik Incelemesi, kalin ok (glomerulus bowman

boslugunda daralma), ince ok (glomerulus kapillar yumaginda vakuolizasyon

olusumlart), okbasi (tubulus epitel hiicrelerinde nekroz) gosterir.

Resim 4.6: Testis Dokusu Histopatolojik Incelemesi, Kalin ok (tek katli prizmatik

epitelde dejenerasyon), Ince ok (endometriyal bezlerde hiperplazi) gostermektedir.
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5. TARTISMA

Hassan vd. (2010), yaptiklar1 ¢alismada 3 ay boyunca NaNO 2 (80 mg / kg viicut
agirhigl) alan sicanlarin serum ve beyin homojenatlari, asetilkolin esteraz (AChE)
aktivitesinde ve ayrica fosfolipid, toplam protein ve endojen antioksidan sistem
(glutatyon; GSH ve siiperoksit dismutaz; SOD) seviyelerinde onemli bir azalma
sergiledi. Tersine, laktik dehidrojenaz (LDH) aktivitesi, beyin tiyobarbitiirik asit reaktif
maddeler (TBARS) ve nitrik oksit (NO) seviyeleri dnemli dlgiide artmistir. Ote yandan,
sarimsak yagmin (5 ml / kg viicut agirligi) 3 ay boyuncagiinliik olarak oral yoldan
verilmesi, norobiyokimyasal bozukluklar1 o6nemli oOl¢iide 1iyilestirdi ve NaNO2

alimininneden oldugu oksidatif stresi inhibe etti.

El-Sheikh vd. (2011), yaptiklari ¢alismada erkek siganlarda NaNO2'min neden oldugu
oksidatif stres ve toksisitenin modiilasyonu i¢in potansiyel olarak yeni ve faydali bir
strateji olarak I-arjinin ve |- glutamin desteginin etkinligini degerlendirmeyi amagladi.
Sicanlar, her biri 10 sigandan olusan alt1 gruba ayrild1 ve 6 hafta siireyle tedavi edildi:
Grup I normal kontrol olarak; Grup II NaNO2 %0.2 iceren standart diyetle beslenen;
Grup III ve IV sirastyla %1 ve %2 arginin ile desteklenen onceki diyetle beslendi; Grup
V ve VI, sirastyla %1 ve %2 l-glutamin ile desteklenen NaNO2 diyetiyle beslendi.
NaNO2 etkisi, serum malondialdehit, nitrik oksit, arginaz, glutatyon-S-transferaz
aktiviteleri, lire ve kreatinin yan1 sira diferansiyel 16kositlerde 6nemli bir artisa neden
oldu. Bununla birlikte, azalmis glutatyon, katalaz aktivitesi, toplam protein, albiimin ve
baz1 hematolojik parametrelerde ve ayrica immiinoglobulin G'de O6nemli bir diisiis
kaydedildi. Ote yandan, arginin veya glutamin desteiyle, malondialdehitin azalmasi ve
arastirilan antioksidan ve hematolojik parametrelerin iyilestirilmesi. Arginin veya
glutamin desteginin oksidatif stresi azaltabilecegi ve NaNO2 'nin zararli etkilerini

lyilestirebilecegi sonucuna varilabilir.

Bir calismada sodyum nitrit sonucunda meydana gelebilecek oksidatif hasar sonucunda
E vitaminin bu hasarin 6nlenmesinde 6nemli bir roliiniin bulundugu, GSH ve MDA’ nin
oksidatif hasar gostergesi oldugu, tek basina kan total protein ve glukoz diizeylerinin

parametre olarak kullanilamayacag1 sonucuna varildi (Atakisi, 2001).
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Hassan vd. (2018), yaptigi c¢alismada albino siganlarda sodyum nitritin olusturdugu
oksidatif stres iizerine C vitamini etkisi arastirlmistir. 60 albino sican 4 gruba ayrildi. 1.
Grup kontrol grubu olarak degerlendirildi, 2. Grup 30 mg/kg.bw sodyum nitrit verildi,
3. grup 30 mg/kg.bw sodyum nitrit ve 200 mg/kg C vitamini verildi, 4. Grup 30
mg/kg.bw sodyum ve 0,5 mg/kg.bw zerdecal verildi. Sodyum nitrit verilen 2. Grup
sicanlarinda mikrositik hipokromik anemi goriiliirken, kontrol grubu ile kiyaslandiginda
toplam  l6kositlerde = (WBC), toplam  bilirubinde, lipid peroksidazda,
siiperoksidedismutazda (SOD) onemli bir artis (p < 0.05) gosterirken glutatyon
rediiktazda (GR), globiilin ( B, y globiilin) ve C vitamini degerinde 6nemli azalma
goriildi. C vitaminiyle Sodyum nitrit verilen 3. Grup sicanlarinda 2. Grup siganlarina
kiyasla RBC sayilari, HB degeri, globulin (B, a) ve C vitamini degerinde 6énemli bir
artis; toplam bilrubin, (LPO) ve (SOD)’da 6nemli azalma goriildii. Sodyum nitrit ile
zerdegal verilen 4. Grup sicanlarda hafif iyilestirici etkiyle beraber 2. Grup ile
karsilastirildiginda eritrosit sayisinda onemli artis fakat hemoglobin degerinde diisiis
goriildi, total bilirubin, (LPO) ve (SOD) degerilerinde 6nemli azalma goriiliirken,
globiilin (y globiilin) ve (GR) degerlerinde Onemli artis goriildii. Histopatolojik
sonuclarda ise 5 haftanin sonrasinda sodyum nitrit verilen sicanlarda hepatositlerin
sitoplazmik vakuolizasyonu, genislemis tikanmig damarlar ve mononiikleer hiicre
infiltrasyonu sergilendi. Sonuglar sodyum nitritin siganlar tlizerindeki toksik etkisini

tyilestirmede C vitaminin zerdecaldan once geldigini agikladi.

Abdel-Baky ve E.S. (2019), yaptiklar1 bir ¢aligmada erkek siganlarda nefrotoksisiteyi
baslatan sodyum nitrite (SN) Lipidium sativum (LS) tohumlarinin sulu ekstrat verilerek
diizenleyici etkisini aragtirmiglardir. Bu ¢alismada 4 gruba ayrilan sicanlarda 1. Grup
kontrol grubu olarak degerlendirilmis ve herhangi bir tedavi uygulanmamustir. 2. Grup
sicanlara dekapitasyondan 1 giin Once intraperitoneal (ip) tek doz olarak 50mg/kg
sodyum nitrit enjekte edilmistir. 3. Grup sicanlarina dort hafta 300 mg/kg Lipidium
sativum oral olarak verilmistir. 4. Grup sicanlarmma dort hafta Lipidium sativum
verilirken dekapitasyondan 1 giin 6nce sodyum nitrit tek doz olarak verilmistir.
Sonuglara bakildiginda sodyum nitrit verilen siganlarda konrol grubuna gore sodyum,
toplam kalsiyum, {ire, iirik asit, kreatinin, iyonize kalsiyum, kloriir degerlerinde 6nemli

bir artig goriilmiistiir. Ayr1 olarak bobrek dokusu tiobarbitiirik asit reaktif maddeler
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(TBARS) 6nemli artig gdstermistir. Fakat siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon (GSH)
ve katalaz (CAT) enzimleri onemli sekilde azlma gostermistir. 4. Grup 2. Grup ile
kiyaslandiginda bébrek dokusundaki GSH, SOD, CAT ve TBARS degerlerinde sodyum
nitritn ~ toksititesi  iyilestirilmistir.  Lipidium  sativum  tohumlarinin  serum
eloktrolitlerindeki degisiklikleri, bobrek fonksiyonunu ve bobrek dokusunda sodyum
nitritin sebep oldugu oksidatif hasar1 iyilestirmek icin dogal bir madde olarak

davrandig1 sonucuna varilabilecegini diigiinmiislerdir.

Ibegbu vd. (2015), yaptiklar1 ¢alismada “Ocimum gratissimum” un etanolik yaprak
Oziitliniin wistar ratlarda yapilan sodyum nitrit kaynakli serabral korteks toksititesi
tizerine etkilerini arastiran agirligi 150 g ile 250 g arasinda olan 24 Wistar rat1 6 gruba
ayirildi. 1. Grup kontrol grubu olarak degerlendirilirken 2 ml/kg distile su verildi. 2.
Grup ratlarina 54mg/kg sodyum nitrit verildi. 3. Grup ratlarina 750 mg/kg oziit
verilirken ayn1 zamanda 54 mg/kg sodyum nitrit verildi. 4. Grup ratlarina 375 mg/kg
o0ziit verilirken ayn1 zamanda 54 mg/kg sodyum nitrit verildi. 5. Grup ratlarina 54 mg/kg
sodyum nitrit verilirken 2 ml/kg zeytin yagi verildi. 6. Grup ratlarina ise sadece 2 ml/kg
zeytin yagi verildi. Sonuglarda 3. Grup ve 4. Grupta ratlarin ortalama viicut agirliginda
doza bagli bir azalma ve 2. Grupta serum MDA seviyeleri ve SOD, GPX, ve CAT’da
onemli azalma gorildi (p < 0.05). Histolojik ¢alismalarda 4. Grupta daha az
dejenerasyon ile beraber 2. Grupta dejeneratif degisiklikler gosterdi. serbest radikal
tretimini iceren O. Grissimum’un doza bagli olarak ndrodejeneratif durumlarin

yonetiminde kullanilmig olabilecegini gosterdi.

Hamdan vd. (2019), yaptig1 bir ¢caligmada gida koruyucusu olarak kullanilan sodyum
nitritin neden oldugu yiiksek beyin dokusu inflamatuarimin timokinon tedavisiyle
etkileri arastirilmistir. 40 yetiskin erkek sican kullanilan bu ¢alismada oral gavaj ile 50
mg/kg timokinon veya sadece 80 mg/kg sodyum nitrit verildi. Timokinon, oksidatif
stresin azaltilmasini, azaltilmis glutatyon konsantrasyonunun alinmasini, yiiksek
proinflamatuar sitokin seviyelerinin bloke edilmesini, sitokrom c oksidaz aktivitesinin
geri kazanilmasini ve beyindeki apoptoz belirteglerin azaltilmasii tiirli mekanizmalar
yoluyla siganlardaki sodyum nitrit kaynakli beyin dokusu inflamatuarin1 diizelttigini

belirtmislerdir.
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Ansari vd. (2016), yaptiklart bir ¢alismada si¢an bagirsaginda sodyum nitrit kaynakli
toksititeyi, dogal olarak olusan bir dipeptid olan karnosinin dnleyip 6nleyemeyecegini
gormek i¢in yapilmistir. Erkek Wistar ratlar iizerinde yapilan bu g¢alismada kontrol
grubu, sadece sodyum nitrit verilen grup, sadece karnosinin verilen grup ve sodyum
nitrit ile beraber karnosin verilen grup olarak 4 gruba ayrilmistir. Sadece sodyum nitrit
uygulamasi bagirsak firca sinir zarinin ve metabolik enzimlerin aktivitelerini azaltti ve
antioksidan savunma sistemini Onemli Olgiide zayiflatti. Artan DNA-protein capraz
baglama ve parcalanmadan dolayr DNA hasar1 belirgin olarak gozlendi Karnosin
uygulamasi sodyum nitritn gosterdigi toksik etiklere karst belirgin olarak artan bir
direng gostermistir. Histolojik ¢alismalarda bunu destekleyici sonuglar gostermistir,
sodyum nitrit verilen ratlarda olusan bagirsak hasari, karnosin ve sodyum nitrit birlikte
verilen ratlara kiyasla karnosin verilen grupta azalmis doku hasar1 goriilmiistiir.
Karnosin muhtemelen igsel biyokimyasal antioksaidan &zelliklerinden dolayr ntiritin
neden oldugu metabolik degisiklikleri ve oksidatif hasari iyilestirdigini gostermektedir.
Karnosin bu nedenle potansiyel olarak sodyum nitrit toksisitesine karsi

terapotik/koruyucu bir ajan olarak kullanilabilir.

Wahyuningsih vd. (2020), yaptiklari ¢aligmada toplam fenolik ve flavonoid testi,
stiperoksitdismutaz (SOD) aktivitesi, katalaz (CAT) aktivitesi, kan iire azotu (BUN) ve
kreatinin (Cre) diizeyleri ve bobrek histolojisine dayanarak sodyum nitrit ile indiiklenen
farelerde bamya baklasi metanol ekstratindan (OPM) elde edilen antioksidan etkisini
belirlemeyi amagcladilar. Sonuglarina bakildiginda sodyum nitrit toksisitesinin BUN, Cre
seviyelerinde onemli bir artisa sebep oldugunu, ayrica SOD ve CAT aktivitesinde
onemli bir azalma oldugunu ortaya koymustur. Sodyum nitrit ayrica negatif konrole
kiyasla bobrek histopatolojisini (tiibiillerin nekrozu) degistirdi. Bununla birlikte OPM
uygulamasi bébrek nekrozunu 6nemli dlgiide azaltti, BUN ve Cre seviyelerini diisiirdii
ayrica SOD ve CAT aktivitesini normal olarak 6nemli 6lciide artirdi. OPM’nin farelerde
sodyum nitrite bagli nefrotoksisiteye kars1 nefroprotektif etki gosterebilecegi sonucuna

varildi.

Radwan vd, (2020) yilinda yaptiklar ¢alismada erkek albino ratlarda gida iiretiminde
kullanilan sodyum nitrit ve sodyum benzoat karisimlarinin etkilerini arastirmislardir. 40

ratt 4 gruba ayirmislar ve 8 haftalik uygulama yapmislardir; 1. grup kontrol grubu
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olarak kullanilmis, 2. ve 3. grup oral yoldan sodyum nitrit NaNO2 (80 mg/kg VA) ve
sodyum benzoat (SB) (200 mg/kg VA) uygulamislardir, 4. gruba ise sodyum nitrit ve
sodyum benzoat karigimini1 oral yoldan vermislerdir. Elde ettikleri sonuglar, sodyum
nitrit ve sodyum benzoat karistminin etkisiyle baglayan SOD, CAT ve GSH
enzimlerinin bobrekteki aktivitelerinde azalma oldugu ve MDA’nin yiikseldigini
kaydetmislerdir. ~ BoObrekte 6dem, mononiikleer 16kosit hiicre infiltrasyonu ve
glomertllerin bozuldugunu gozlemlemislerdir. Bu c¢alisma sonucunda, gida katki
maddelerinin bobrekte nefrotoksisiteye neden oldugu ve gida katki maddelerinin

kullaniminin azaltilmas1 gerektigi anlagilmistir.

Akhzari vd, (2019) yilinda yaptiklar: ¢alismada Berberin’in hepatoprotektif 6zelliklerini
arastirmay1 ve sodyum nitrit toksisitesine karsi olast mekanizmalarini incelemislerdir.
40 hayvani, grup 1: kontrol, grup 2: Berberin uygulanan (100 mg/kg), grup 3: Sodyum
nitrit uygulanan (80 mg/kg), grup 4: 50 mg/kg Berberin ve Sodyum Nitrit uygulanan,
grup 5: 100 mg/kg Berberin ve Sodyum Nitrit uygulanan seklinde 60 giin boyunca takip
edilecek bes esit gruba ayirmislardir. Arastirma sonucunda ratlara Sodyum Nitrit, MDA
igerigini Oonemli Olgiide artirdigini, GSH’da ise azalma goérmislerdir. Berberi’nin,
antioksidan, anti-inflamatuar, anti-apoptotik ve antifibrotik kapasitelerinden dolay1
sodyum nitritin neden oldugu karaciger hasarin1 doza bagh bir sekilde azaltabilecegini

gostermistir.

Elsherbiny vd, (2017) yilinda gergeklestirilen ¢alismada sodyum nitritin neden oldugu
bobrek toksisitesine karsi timokinonun koruyucu etkilerini degerlendirmislerdir. Erkek
Sprague-Dawley ratlarina TQ (25 ve 50 mg/kg, giinliik), sodyum nitrit (80 mg/kg,
giinliik) uygulandi. Uygulama sonunda Sodyum nitrit uygulamasi, bobrek fonksiyon
bozukluguna, oksidatif strese, inflamasyona ve apoptoz belirteglerine neden olmustur.
Bu etkiler TQ ile belirgin sekilde hafifletilmistir. TQ, sodyum nitritin neden oldugu

bobrek toksisitesine karsi potansiyel bir koruyucu etkiye sahip oldugunu gérmiislerdir.

Hassan vd, (2010) yilinda yaptiklar1 arastirmada gida koruyucularinin neden oldugu
norobiyokimyasal degisiklikleri ve oksidatif stresi arastirmiglardir. Sodyum nitrit
(NaNO2) ve sarimsak yaginin erkek albino ratlarda ndrotoksisitenin iyilestirilmesindeki

rolii lizerine olan bu ¢alismada 3 ay siiresince verilen sodyum nitritin (80 /mg/kg viicut
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agirhig) ratlarda oksidatif stresi onemli dl¢lide engelledigini gordiiler. Bununla birlikte,
sarimsak yagi, ratlarda SOD aktivitesinin korunmasi ve nitritin neden oldugu
norotoksisiteye karsi birincil mitokondriyal rolii ile iliskili olabilen yiiksek antioksidan
ozellikleri ile sodyum nitritin elde edilen tehlike etkilerini azaltmada umut verici bir role

sahip oldugunu kesfetmislerdir.

El-Nabarawy vd. (2020), yilinda yaptiklar1 ¢alismada ratlar1 farkli dozlarda nitritlere
maruz birakmanin tehlikeli etkilerini aragtirmislardir. Hayvanlar bes gruba ayrilmis; bir
kontrol grubu ve dort sodyum nitrit (NaNO2) uygulanan grup (grup basma 8§ rat).
NaNQO2 distile su i¢inde ¢oziilmiis ve tek akut doz gavaj yoluyla sirasiyla 20, 40, 60 ve
75 mg/kg viicut agirligt olarak oral yoldan verilmistir. Alinan sonuglar, hepatik ve renal
oksidatif stres sonuglari, doz olarak nitrit artirminda malondialdehit (MDA)
seviyelerinde 6nemli artis ve indirgenmis glutatyon (GSH), siiperoksit dismutaz (SOD)
ve katalaz (CAT) gibi antioksidan parametrelerde 6nemli diisiis gormiislerdir. Sonug
olarak, sodyum nitritin doza bagimli bir sekilde uygulanmasi, hiicresel ve genetik
toksisiteleri indiikleyebilir ve biyokimyasal analizde, oksidatif ve anti oksidatif dengede

bozulmaya neden olabilecegini tespit etmislerdir.

Adedosu vd, (2017) yilinda gergeklestirdikleri uygulamada sodyum nitrite maruz kalan
ratlarda flavonoidler acisindan zengin olan Cymbopogon citratus ekstraktlarinin
oksidatif ve inflamatuar verilerine etkilerini incelemislerdir. Bu calisma i¢in 175 g
agirhginda 24 erkek Wistar rati kullanilmig ve dort gruba ayrilmislardir. Bir haftalik
uygulamanin (Grup A (Kontrol), Grup B (yalnizca sodyum nitrit, 80 mg/kg.bw), Grup
C (100 mg/kg.bw'de islenen ekstrakt, 80 mg/kg.bw sodyum nitrit) ve Grup D (saf
ekstrakt, 100 mg/kg.bw) ardindan sonuglar incelendiginde sodyum nitritin karaciger
total protein konsantrasyonlarini, GSH diizeylerini, CAT ve SOD aktivitelerini 6nemli
Olclide azalttigim1 ve serum total proteinlerinde, WBC sayisinda, TNF-a, MDA
seviyelerinde, CRP'de anlamli (P=.05) bir artis oldugunu gozlemlemislerdir.

Abdel-Rahman vd., (2018) yilinda uyguladiklar1 ¢alismada, alfa lipoik asidin (ALA)
karaciger ve bobrek fonksiyon testleri tizerindeki koruyucu etkinligini ve erkek albino
ratlarda NaNO2'nin neden oldugu oksidatif stres degisikligini arastirmiglardir. 60 erkek
albino rat, rastgele bir sekilde 6 gruba boliinmiis, her bir gruba; grup (1) kontrol grubu
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bazal diyetle beslenmis, grup (2) bazal diyetle beslenmis ve NaNO2 (100mg/kg
diyet/giin), grup (3,4,5 & 6) bazal diyetle beslenmis ve (sirastyla 100,200,300 ve 400
mg/kg diyet/giin) uygulamasi yapilmistir. NaNO2 uygulamasi goren ratlar, alblimin
seviyelerinde azalma ile birlikte karaciger enzimleri, bilirubin, iire ve kreatinin degerleri
onemli Olciide yiikselmistir. Ek olarak, GPx ve CAT degerleri azalmis, MDA ve NO
konsantrasyonlar1 ise artmistir. Ancak, tiim bu elde edilen veriler ALA uygulamasindan
sonra tersine donmiis ve normale yakin bir hale gelmistir. Son olarak, nitritin viicut
organlar1 tlizerinde zararli etkileri oldugu kanitlanmis ve ALA bu koti etkileri

hafifletmeyi basarmstir.

Ismaeil vd. (2017), yaptiklar1 ¢aligmada, erkek ratlarin testislerinde sodyum nitrit
(NaNO2) toksisitesinin neden oldugu hipoksinin biyokimyasal belirtecleri ve
histopatolojik degisiklikleri iizerindeki olasi roliinli incelemeyi amaglamislardir. Bu
calismada, 96 yetiskin erkek albino rat 6 gruba (her biri 16 sigan) ayrilmistir.
Sonuglarda, NaNO2'nin rat testislerinde oksidatif hasara ve histopatolojik degisikliklere
neden oldugunu, ayrica testis malondialdehit (MDA), nitrik oksit (NO) ve DNA
parcalanma yiizdesini (DNA F %) artirdigin1 gostermistir. Ayrica NaNO2, kontrol
grubuna kiyasla katalaz (CAT) ve toplam antioksidan aktivitenin (TAA) yiiksek
aktivitelerini azaltmistir. Civa kloriir (HgCI2) intraperitoneal olarak (haftada bir kez 2.5
mg/kg'da) uygulanmis ve P. atlantica, 32 giin boyunca ratlara 150 mg/kg viicut agirlig
giinliik dozunda gavaj yoluyla oral yoldan verilmistir. Bu sonuglar, HgC12'nin glutatyon
seviyesinde Onemli bir azalmaya ve antioksidan sistem katalaz (CAT), Glutatyon
peroksidaz (GPx,), Glutatyon S transferazin (GST) enzimatik aktivitesine bdbrek
seviyesinde neden oldugunu gostermektedir. Bu degisiklikler, yiiksek diizeyde renal
Malondialdehit (MDA) ve hidroperoksitler (LOOH) tarafindan artirilan lipid
peroksidasyonu ile iligkilendirilmistir. Bu bulgular, bu bitkinin ekstraktinin civanin

zararl etkisine kars1 bir antioksidan ve koruyucu etkisi olabilecegini géstermistir.

Radwan vd, (2020) senesinde gergeklestirdikleri ¢alismada gida katki maddelerinin
tiretiminde kullanilan sodyum nitrit, sodyum benzoat ve bunlarin karistminin erkek
ratlarda birkac¢ biyokimyasal parametre ve histopatolojik inceleme iizerindeki tehlikeli
etkilerini incelemislerdir. Elde ettikleri verilerde; kontrol grubunda farkli hepatik

hiicreler, sinilizoidal bosluklar ve merkezi bir ven ile normal hiicresel yapiy1
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gostermistir. NaNO2 uygulanan grupta, hepatosit sayisinda artis, konjesyonlu santral
ven, lokositlerle infiltre portal alan fibrozu, apoptotik hepatositler, c¢ift cekirdekli
hepatositlerin sayisinda artis, santral vende dilatasyon ve normal kan siniizoidinin
kaybolmasimni gormiislerdir. Sodyum benzoat uygulanan grupta kopiikli alan,
hepatositlerde vakuolasyon, nekroz, merkezi damarin kaybolmasi ve ¢ift ¢ekirdekli
hepatositlerin sayisinda artis gérmiislerdir. NaNO2 ve sodyum benzoat (SB) karisimi
uygulanan karaciger dokularinin normal yapisinin, vakuolasyonun, piknotik ¢ekirdekli
dejenere hepatositlerin tamamen ortadan kalktigini, karyoliz, portal vende kanama ve

lenfosit agregasyonuna rastlamislardir.

Ansari vd, (2017) yilinda yaptiklar1 ¢alismada, tek bir akut oral sodyum nitrit dozunun
rat bagirsagina uygulanmasinin etkisi incelemislerdir. Hayvanlar rastgele dort gruba
ayrilmis ve tek doz 20, 40, 60 ve 75 mg NaNO2/kg viicut agirligr verilmistir. Uygulanan
tim gruplarda fir¢a kenarli membran enzimlerinin aktivitelerinde sodyum nitrit dozuna
bagli diisiis, lipid peroksidasyonunda artis, protein oksidasyonu, hidrojen peroksit
seviyeleri ve tiyol iceriginde azalma gozlenmistir. Yaklasik 3 cm uzunlugundaki oniki
parmak bagirsagi kesilmis ve hemen Karnovsky fiksatifinde sabitlenmistir. Parafin blok
kullanilarak 5 pm'lik ince mikroskobik kesitler kesilmistir. Hiicreler hematoksilen ve
eozin ile boyanmis ve mikroskop altinda (Olympus BX40, Japonya) 100x biiyiitmede
incelenmistir. Histopatolojik incelemeler, bagirsak hiicrelerinde belirgin morfolojik
hasar gostermistir. Bagirsak hasari, nitritin neden oldugu oksidatif strese, nitrit
anyonunun dogrudan etkisine veya reaksiyon ara iiriinleri ile kimyasal modifikasyona

bagli olabilecegini diisiinmiislerdir.

Akhzari vd, (2019) yilinda yaptiklar1 ¢alismada, berberinin hepatoprotektif 6zelliklerini
aragtirmayr ve sodyum nitrit toksisitesine karst olasi mekanizmalarmi agiklamay1
amagclamiglardir. Kirk hayvan, grup 1: kontrol, grup 2: Berberin uygulanan (100 mg/kg),
grup 3: Sodyum nitrit uygulanan (80 mg/kg), grup 4: 50 mg/kg berberin ile birlikte
sodyum nitrit uygulanan ve grup 5: 100 mg/kg berberin ile birlikte sodyum nitrit
uygulanan olmak iizere 60 giin boyunca siirecek calisma icin bes esit gruba rastgele
ayirmiglardir. Aliman sonuglarda, Berberinin TNF-a iizerindeki etkisi incelenmistir;
normal farelere kiyasla sodyum nitrit uygulanan ratlarda 6nemli bir proinflamatuar

sitokin olarak TNF-a ekspresyonunda artis goriilmiistiir (4.7 kat) (P < 0.05). Sodyum
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nitrit uygulanan ratlarda 100 mg/kg berberin verilmesi TNF-a ekspresyonunu azaltmis,
ancak tam olarak normal seviyelere ulasamamistir. Ratlardaki TNF-o ekspresyon
seviyeleri, normal degerlerin 1.9 katiydi (P > 0.05). 100 mg/kg berberin ile tedavi
kontrol grubunu etkilememistir (P > 0.05).

Elsherbini vd. (2021) gergeklestirdikleri ¢alismada, glisirizik asidin akcigerde ve
submandibular tiikiiriik bezinde sodyum nitrit kaynakli toksisiteyi iyilestirip
tyilestiremeyecegini test etmislerdir. 30 yetiskin erkek albino rati rastgele 3 gruba
ayrilmistir. Grup 1 kontrol grubu olarak gorev yapmis, grup 2'de oral yola 80 mg/kg
sodyum nitrit ve grup 3'te sodyum nitrit ile birlikte (15 mg/kg) glisirizik asidin
uygulanmistir.  glisirizik asidin  uygulanmasi, MDA seviyelerinin azalmasiyla
antioksidan savunma mekanizmalarini geri yiikleyerek pulmoner ve tiikiiriik sodyum
nitrit kaynakli toksisiteyi azaltmistir. Glisirizik asit, fibroz TGF-f ve a-SMA ve Kkollajen
birikimini azaltmistir. Enflamatuar sitokin (TNF-a, IL-1B) ve makrofaj alimlarinin
azaltilmasina ek olarak, glisirizik asit hem pulmoner hem de tiikiirik bezleride
morfolojik degisiklikleri gerceklestirmistir. Sodyum nitrit uygulamasi, kontrol grubuna
kiyasla hem akciger hem de tiikiiriik bezi homojenatlarinda TNF-a ve IL-1f diizeylerini
onemli 6l¢iide artirmistir (p < 0.001). Bununla birlikte, glisirizik asit uygulamasi, hem
pulmoner (p = 0.032, p < 0.001) hem de tiikiiriik bezinde (p = 0.011, p < 0.001)
homojenatlarinda sodyum nitrit kaynakli TNF-a ve IL-1B yukar1 yonlii regiilasyonunu

bastirmistir.

Ashrafy, E., ve Seyed, H. (2018) yaptiklar1 bir ¢aligmada targin hidro-alkolik 6ziitiiniin
yetiskin erkek sicanlarda alkolsiiz yaglh karaciger hastalifina ve sodyum nitrit
zehirlenmesine neden olan karaciger lezyonlart {izerindeki koruyucu etkilerini
incelemislerdir. Targin oksidatif stres seviyesini azaltarak antioksidan o6zelliklerinin
gelismesine neden olur. Yagh karaciger bozuklugu ve sodyum nitrit gibi gida
koruyucularimin yani sira yaglh karaciger hastaligi kullanimi tiim diinyada karaciger
rahatsizliklarina ve ilgili hastaliklara neden olmaktadir. Bu nedenle, bu calismada
yetiskin erkek sicanlarda targin ekstraktinin yiiksek yaglh diyet ve sodyum nitritin neden
oldugu histolojik degisiklikler {izerindeki etkilerinin arastirilmasi amaclanmistir. Bu
deneysel ¢alismada 80 yetiskin erkek sican kullanildi. Erigkin si¢anlar kontrol grubuna

ayrilarak (islenmemis), sahte (¢oziicii ile muamele edilmis), yiiksek yagh diyet
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(10ml/kg), tarcin ekstresi (60mg/kg), sodyum nitrit (45mg/kg), sodyum nitritli tar¢in,
yiiksek yagl diyetli tar¢in, yiiksek yagli diyetle sodyum nitrit, sodyum nitrit ve targin
iceren yiikksek yagl diyetler uygulanmistir. Receteler 60 giin icinde gavage yoluyla
yapildi. Sonunda, anestezi siganlarindan sonra, karacigerleri ayrildi ve doku boliimleri
hazirlandiktan sonra karaciger hiicreleri sayildi. Doku ¢alismalart ve hiicre sayimindan
elde edilen sonuglar ANOVA ve Duncan testleri ile SPSS yazilimi kullanilarak analiz
edilmistir. Bu calismada veri farki anlamli bulunmustur (P<0.05). Sonuglar, yiiksek
yagl diyet ve sodyum nitrit alan gruplarda, Kupffer hiicre sayilarinda ve Hepatositlerde
(P<0.01) anlamli bir artis ve azalma gosterdi. Ayrica karaciger doku yapisinda
hiperemi, koagiilasyon nekrozu, hiicre sismesi, vakuol erozyonu, lenfositik infiltrasyon,
apoptozis, hiperemi, balonlasan hepatositler gibi degisiklikler gozlendi. Boylece, yiiksek
yagli diyet ve sodyum nitrit ile tar¢in alan gruplardaki degisiklikler degistirildi. Yiiksek
yagl diyetler ve sodyum nitrit muhtemelen oksidatif stres nedeniyle karaciger dokusu
hasarma neden olur. Tar¢in 6zii ayrica giiglii antioksidan ozelliklere sahip olabilir,
sodyum nitrit yikici etkilerini ve karaciger dokusu flizerinde yiiksek yagl diyeti

onleyebilir.

Ghasemi vd. (2022) yaptiklar1 bir ¢aligmada tip 2 diyabetik Wistar si¢anlarinda izole
pankreas adaciklarindan insiilin sekresyonunda rol oynayan SNARE proteinlerinin
nitritin gen ekspresyonu iizerindeki etkisini belirlemektir. Ug¢ grup sigan incelendi (n =
10 / grup): 8 hafta boyunca sodyum nitrit (50 mg / L) ile tedavi edilen kontrol, diyabet
ve diyabet + nitrit. Tip 2 diyabet, yiksek yagli diyetle birlikte diisiik dozda
streptozotosin (25 mg / kg) kullanilarak indiiklendi. Calisma sonunda pankreas
adaciklar izole edildi ve ilgili genlerin mRNA ekspresyonlar1 6lgiildii; Ek olarak,
pankreas dokusunda proinsiilin ve C-peptidin protein ekspresyonu, immiinofloresan
boyama kullanilarak degerlendirildi. Kontrollerle karsilastirildiginda, Tip 2 diyabetik
sicanlarin izole pankreas adaciklarinda, glukokinaz (% 59), sozdiziminlA (% 49),
SNAP25 (% 70), Muncl8b (% 48), insiilinl (% 56) ve insiilin2'nin (% 52) mRNA
ekspresyonunun yani sira proinsiilin ve C-peptidin protein ekspresyonu daha diisiiktii.
Diyabetik siganlarda, nitrit uygulamast glukokinaz, sinaptotagmin III, s6zdiziminlA,
SNAP25, Munc18b ve insiilin genlerinin gen ekspresyonunu ve ayrica proinsiilin ve C-

peptidin protein ekspresyonunu onemli Olglide arttirmustir. Nitritin Tip 2 diyabetik
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sicanlarda insiilin sekresyonu {izerindeki uyarici etkisi, en azindan kismen, glikoz
algilamasinda (glukokinaz), kalsiyum algilamasinda (sinaptotagmin III) ve insiilin
vezikiillerinin ekzositozunda (syntaxinl A, SNAP25 ve Munc18b) yer alan molekiillerin
gen ekspresyonunun artmasindan ve insiilin genlerinin ekspresyonunun artmasindan

kaynaklanmaktadir.

Satajeva vd. (2018) yaptiklar1 bir ¢alismada sodyum nitritin neden oldugu kronik hemik
hipoksiye maruz kalan gebe sicanlarda ve yenidogan yavrularinda miyokardin
morfolojik Ozelliklerini incelemektir. Kardiyomiyositlerin kontraktil aparatindaki
degisiklikler, en ¢ok kardiyomiyositlerin g¢evresinde, kilcal damarlarin yakininda
belirgin olan miyofibrillerin atrofisi ve lizisiydi. Mikrodolasim damarlarinin benzer bir
durumu, hastaligin  olusumundan bagimsiz  olarak, kesinlikle her tiirlii
kardiyomiyopatiye eslik eder. Kronik miyokard iskemisinin arka planindaki hiicre-
stromal iligkiler, miyokard yeniden sekillenmesinin yikici siireglerine neden olur. Uzun
stireli hipoksik kalp hasarmin nihai morfolojik sonucu, kronik kalp yetmezliginin
gelismesine ve hayati tehdit eden aritmilerin ortaya ¢ikmasina yol acan miyokardin

fokal distrofisi olabilir.

Pinheiro vd. (2022) yaptiklari bir ¢alismada oral nitrit uygulamasindan sonra doku nitrik
oksit metabolit konsantrasyonlarina iliskin kapsamli bir zaman siireci caligmasi
islenmistir. Nitrit, nitrat ve nitrosillenmis tiirlerin (RXNO) doku konsantrasyonlari farkl
dokular arasinda karsilastirildiginda, ozellikle nitrit oral yoldan uygulandiginda, nitrit
midede ¢esitli NO ile ilgili tiirler irettiginden, 6nemli farkliliklarin var oldugunu
varsaydik. Nitrit uygulamasindan 15, 30, 60, 120, 240, 480 veya 1440 dakika sonra
Otenazi yapilan oral nitrit 15 mg / kg sicanlara uygulandiktan sonra nitrit, nitrat ve
RXNO'un plazma ve doku konsantrasyonlarindaki zamana bagl farkli degisiklikleri
inceledik. Bir kontrol grubu su aldi. Arteriyel kan ornekleri topland: ve siganlar,
RXNO'nun tahrip olmasii 6nlemek i¢in NEM / DTPA iceren bir PBS c¢ozeltisi ile
perfiize edildi. Perfiizyondan sonra, kalp, aort, mezenterik arter, beyin, mide, karaciger
ve femur kas1 toplandi ve ozon bazli bir indirgeyici kemiliiminesans testi kullanilarak
nitrit, nitrat ve RXNO igerikleri i¢in analiz edilene kadar hemen -70 ° C'de saklandi.
Nitrit uygulamasi en az 60 dakika boyunca aort nitrit veya nitrat konsantrasyonlarini

arttirmazken, hem aort hem de mezenterik damarlar, uygulanmasindan 8 ila 24 saat
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sonra nitrit depoladi ve doku konsantrasyonlar1 plazmada bulunanlarin 10 ila 40 kati
arasinda artti. Buna karsilik, ¢alisilan diger dokular, RXNO da dahil olmak tizere bu NO
metabolitlerinin konsantrasyonlarinda sadece gecici artislar gostermistir. Dokular
arasindaki farkliliklar, nitritin hiicresel akisin1  diizenleyen mekanizmalardaki

farkliliklar1 yansitabilir. Bu bulgularin 6nemli farmakolojik ve klinik etkileri vardir.

Mbana sovd. (2021) yaptiklart bir ¢aligmada sodyum nitrat ile tedavi edilen erkek
siganlarda J. carnae'nin etanol ve sulu yaprak ekstraktlarinin hematoprotektif etkileri
degerlendirilmistir. Ekstraktlarin akut toksisite degerleri, fitokimyasal, B12 vitamini, C
vitamini ve demir igerikleri analitik olarak belirlendi. Her biri 10 sigandan olusan yedi
gruba boliinmiis yetmis (70) yetiskin si¢ana spesifik tedaviler verildi. Grup I normal
kontrol olarak gorev yaparken, grup II sadece indiiksiyon ajani (sodyum nitrat
(NaNO3), 300 mg / kg viicut agirhigl) ile tedavi edildi. Grup Ill, NaNO 3
indiiksiyonundan 6nce fesolat ile 6n islem goriirken, grup IV ila VII, indiiksiyona ek
olarak yaprak ekstraktlar1 aldi. Giinlik agiz tedavileri 28 giin siirdii ve sonunda
hayvanlar kurban edildi ve hematolojik c¢aligmalar i¢in kan Ornekleri toplandi. Elde
edilen sonuglar, her iki ekstraktta da flavonoidler, fenolik bilesikler, tanenler, terpenler,
saponinler, alkaloidler, C, B,, vitaminleri ve demirin varligin1 ortaya koymustur. Her
ekstrakt icin LD 4 degeri >5.000 mg / kg viicut agirhig idi. Kirmizi kan hiicresi,
paketlenmis hiicre hacmi, hemoglobin, beyaz kan hiicreleri ve trombosit sayimlarinda
ekstre ve fesolat ile tedavi edilen gruplarda negatif kontrole gore anlamli birlikte
uygulama etkileri (p < 0.05) artmustir. Kanama siiresi degerleri tiim test gruplarinda
anlamli olarak degismedi (p > 0.05), ancak ekstraktlarla tedaviyi takiben artan
pihtilagsma stiresi degerleri yaklasik normal degerlere diisiiriildii. J. carnae ekstraktinin
hematoprotektif potansiyele sahip oldugunu ve hematopoez igin iyi bir aday

olabilecegini gdstermistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu ¢alismada sodyum nitritin neden oldugu oksidatif stres olusturulan ratlarin beyin,
kalp, karaciger, akciger, testis ve bobrek dokulari ve kan parametrelerinde hesperidinin
koruyucu etkilerini histopatolojik analizler, molekiiler analizler ve biyokimyasal
testlerle tespit edildi. Calismamiz dogrultusunda, sodyum nitrit tek doz subkutan olarak
(60 mg/kg) pozitif kontrol grubuna ve 15 giin boyunca sirasiyla 50, 100 ve 200 mg/kg
dozlarinda hesperidin uygulanan ratlara verildi. Sodyum nitrit uygulanmasiyla SOD ve
CAT enzim aktivitelerinde, azalma tespit edildi. Bu ¢alismada soydum nitrit uygulamasi
dokularda MDA seviyelerinin belirgin sekilde artmasina sebep oldu. Bununla birlikte
yiilksek dozda sodyum nitrit uygulamasi dokularda histopatolojik degisiklikre ve
yangisal genlerin ekspresyon diizeylerinin artisina neden oldu. Hesperidin uygulamasi
tek doz sodyum nitrit tarafindan indiiklenen oksidatif hasar1 azaltici yonde etki

gosterdigi belirlendi.

Sonug olarak sodyum nitrit, karaciger ve bobreklerdeki gen ekspresyonlarini olumsuz
etkilemis ve dokularda oksidatif stresin neden oldugu hasara sebebiyet vermistir. Artan
dozlarda hesperidinin kullanilmasi histolojik ve biyokimyasal sonuglarla bu tahribatlar
azaltilabildigi goriilmistiir. Dogal bir antioksidan olan hesperidinin alimi sodyum
nitritin olusturdugu toksik etkilere karsi anlamli derecede iyilestirme saglamustir.
Dolayisiyla yeterli, dengeli ve saglikli beslenme ile elzem mikro ve makro besin
ogelerinin tam alinmasiyla birlikte antioksidan kaynaklardan zengin mevsimsel sebze ve
meyve ¢esitliligine 6nem verilmelidir. Gida katki maddelerinin toksititesinin farkindiligi
toplum tarafindan 6n planda tutulmali ve besinlere eklenen tiim gida katki maddelerinin

doz orani takip edilmelidir.
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