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ÖZET 

GĠRĠġ VE AMAÇ: Alt ekstremite Ġ-R hasarında hem iskemik kalan dokuda lokal 

hasar hem de iskemik kalan alanın dıĢındaki bölgelerde uzak organ hasarı ortaya 

çıkabilmektedir. Alt ekstremite Ġ-R hasarı modelinin santral ve periferik sinir 

hücrelerine olumsuz etkilerine karĢı amantadinin nöroprotektif etkisine dair bir 

çalıĢma yapılmamıĢtır. ÇalıĢmamızda ratlarda oluĢturulan alt ekstremite Ġ-R 

hasarının santral ve periferik sinir sistemindeki olumsuz etkilerine karĢı, 45 mg/kg 

dozunda amantadinin koruyucu etkisinin biyokimyasal ve histopatolojik olarak 

gösterilmesi amaçlanmıĢtır. 

GEREÇ VE YÖNTEM: Etik kurul onayı alındıktan sonra 24 adet rat rastgele 

6‟Ģarlı dört gruba ayrılmıĢtır. Ġntraperitoneal yolla anestezi uygulandıktan sonra; 

Grup S‟ye sadece orta abdominal insizyon yapıldı. Grup A‟ya 45mg/kg amantadin 

uygulandı ve orta abdominal insizyon yapıldı. Grup I-R‟ye orta abdominal insizyon 

sonrası infrarenal abdominal aorta klemplenerek 120 dakika iskemi ve 120 dakika 

reperfüzyon yapıldı. Grup I-R/A‟ya amantadin verilip Ġ-R uygulandı. 4 saat sonunda 

ratlardan alınan kan, beyin ve siyatik sinir doku örnekleri biyokimyasal, 

histopatolojik ve immunohistokimyasal olarak incelendi. 

BULGULAR: Gruplar arasında Apolipoprotein A1, beyin natriüretik peptid ve 

nöron spesifik enolaz düzeyleri istatistiksel olarak benzerdi. Histopatolojik olarak 

Schwan hücre sayısı, akson hasarı ve miyelinizasyon hasarı değerlendirildiğinde, 

istatistiksel anlamlı olarak Grup I-R‟de Grup S‟ye göre hasarın daha fazla olduğu ve 

Grup I-R/A‟da ise hasarın azaldığı saptandı. Ġmmunhistokimyasal değerlendirmede 

de kaspaz-3 boyanma istatistiksel olarak Grup I-R‟de Grup S‟ye göre fazla, Grup I-

R/A da ise Grup I-R‟den az olduğu görüldü. 

SONUÇ: Sonuç olarak amantadin alt ekstremite Ġ-R hasarının santral ve periferik 

sinir sistemi hücrelerine olan olumsuz etkilerine karĢı nöroprotektif özellik 

göstermektedir. 

Anahtar Kelimeler: Alt ekstremite iskemi-reperfüzyon hasarı, amantadin, 

immunhistokimyasal inceleme, nöroproteksiyon, rat 
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SUMMARY 

The Neuroprotective Effect Of Amantadine On Central And Peripheral 

Neuronal Injury In A Model Of Lower Extremity Ischemia Reperfusion Injury 

INTRODUCTION AND AIM: In lower extremity I-R injury, both local damage to 

the ischemic tissue and distant organ damage occur in areas outside the ischemic 

area. In our study, we aimed to demonstrate the protective effect of amantadine at 

dose of 45 mg/kg biochemically and histopathologically against the effects of lower 

extremity I-R damage on the central and peripheral nervous system in rats and no 

study has been done on this subject before.  

MATERIAL AND METHOD: 24 rats divided into groups of 6. After 

intraperitoneal anesthesia; Mid-abdominal incision was made in Group S. Group A 

was administered 45mg/kg amantadine and mid-abdominal incision was made. 

Group I-R underwent 120 minutes ischemia - 120 minutes reperfusion by clamping 

the infrarenal abdominal aorta. Group I-R/A was given amantadine and I-R was 

applied. At the end of 4 hours, blood, brain and sciatic nerve tissue samples taken 

from rats were analyzed biochemically, histopathologically and 

immunohistochemically. 

RESULTS: Apolipoprotein A1, brain natriuretic peptide and neuron-specific enolase 

levels were statistically similar between the groups. When the number of Schwan 

cells, axon damage and myelination damage were evaluated histopathologically, The 

damage was higher in Group I-R compared to Group S and the damage was reduced 

in Group I-R/A. In the immunohistochemical evaluation, caspase-3 staining was 

statistically higher in Group I-R than Group S, and less in Group I-R/A than Group I-

R. 

CONCLUSION: In conclusion, amantadine shows neuroprotective properties 

against the negative effects of lower extremity I-R damage on central and peripheral 

nervous system cells. 

Key words: Amantadine, immunohistochemical analysis, lower extremity ischemia-

reperfusion injury, neuroprotection, rat 
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1. GĠRĠġ VE AMAÇ 

 

Ġskemi; doku ve organların ihtiyaçlarının dolaĢım tarafından karĢılanamaması, hücre 

depolarının tükenmesi ve toksik maddelerin birikimiyle oluĢan hasardır. Ġskemi 

sırasında doku hipokside kalır ve hipoksik hasara uğrar (Ozan E ve ark 2004). 

Hasarın önlenebilmesi için dokunun tekrar kanlanması gereklidir. Buna reperfüzyon 

denir. Ancak reperfüzyon sağlanması, iskemi nedeniyle oluĢan doku hasarından daha 

fazla ve hatta daha ciddi hasara sebep olur (Zimmerman and Granger 1992, 

Montalvo-Jave et al 2008). Reperfüzyon ile yeniden oksijenlenen dokuda serbest 

oksijen radikalleri (SOR) oluĢur. OluĢan SOR ve inflamatuar mediatörlerin etkisiyle 

lokal ve sistemik hasar oluĢumu baĢlar (Prem et al. 1999, Klausner et al. 1989) 

 

Ġskemi-reperfüzyon (Ġ-R) hasarı; serebrovasküler enfarkt, miyokard enfarktüsü, 

organ transplantasyonları, hemorajik Ģok, trombolitik tedavi, kardiyo-pulmoner 

resüsitasyon yapılması gibi birçok durumda ortaya çıkmaktadır ve yüksek 

morbidite/mortalite ile seyrettiği bilinmektedir. Dokuya giden kan akıĢının ve oksijen 

sunumunun azalması ile baĢlayan hasar, dokular reperfüze olduğunda yeniden 

oksijenasyon sağlanması ile artarak devam eder.  

 

Ġskemi reperfüzyon hasarında hem iskemik kalan dokuda (lokal hasar) hem de 

iskemik dokunun dıĢındaki bölgelerde (uzak organ hasarı) hasar olabilmektedir. 

Uzak organ hasarına neden olan mediyatörler direkt olarak iskemik dokudan 

kaynaklanabileceği gibi dolaĢımdaki aktive lökositler ve inflamatuar mediyatörlerden 

de kaynaklanabilir. 

 

Ġskemi-reperfüzyon hasarının çeĢitli doku ve organlar üzerinde meydana getirdiği 

etkiler ortaya konulmuĢtur. Alt ekstremite Ġ-R hasarı oluĢturulan ratlarda akciğer, 

karaciğer, böbrek, kalp ve ince barsaklarda uzak organ hasarının oluĢtuğu birçok 

çalıĢma mevcuttur (Kao et al. 2011, Chang et al. 2016, Gokalp ve ark. 2020, 
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Ozdemir ve ark. 2021). Hipoksi veya iskemi nedenli oluĢan beyin hasarında glutamat 

ve diğer aktivatörlerin N-Metil D-Aspartat (NMDA) reseptörlerini aĢırı uyarımının 

neden olduğu düĢünülmektedir. NMDA antagonistlerinin, antioksidan aktiviteyi 

arttırarak ve oksidan etkiyi azaltarak Ġ-R hasarına karĢı koruyucu etki gösterdikleri 

bilinmektedir (Camara-Lemarroy et al. 2009, Özdemir ve ark. 2013, Özsüer ve ark. 

2005). NMDA reseptör antagonisti olan memantin ve ketaminin Ġ-R hasarı 

sonrasında çeĢitli dokularda oluĢan hasara karĢı koruyucu olduğu gözlenmiĢtir 

(Himmelseher and Durieux 2005, Lee et al. 2004, Kato and Foex 2002).  Esasen 

günümüzde antiviral ajan olarak kullanılan amantadin de memantin ve ketamin gibi 

NMDA reseptörleri üzerine antagonist etkiye sahiptir. Deneysel ve klinik 

çalıĢmalarda amantadinin travmatik beyin hasarında nöroprotektif etkileri 

kanıtlanmıĢtır (Meythaler et al. 2002, Wang et al. 2014, Okigbo et al. 2019, Gao et 

al. 2020). Bununla birlikte, amantadinin Ġ-R hasarının doku ve organlardaki olumsuz 

etkilerine karĢı koruyuculuğunun gösterildiği çalıĢma sınırlı sayıdadır (Orhan ve ark. 

2021). Alt ekstremite Ġ-R hasarı modelinin santral ve periferik sinir sistemdeki 

nöronlar üzerinde meydana getirdiği değiĢikliklere karĢı amantadin kullanımının 

nöroprotektif etkisine dair bir çalıĢma yapılmamıĢtır. 

 

ÇalıĢmamızda bu amaca yönelik olarak, ratlarda oluĢturulan alt ekstremite Ġ-R 

hasarının santral ve periferik sinir sistemindeki nöronlarda görülen olumsuz 

etkilerine karĢı, 45 mg/kg amantadinin koruyucu etkisinin biyokimyasal parametlerle 

ve histopatolojik olarak gösterilmesi amaçlanmıĢtır. 

 

Ratlardan alınan kan örneklerinin biyokimyasal değerlendirmesinde rat 

apolipoprotein A1, beyin natriüretik peptid, nöron spesifik enolaz seviyeleri, BT 

LAB (Bioassay Technology Laboratory, Zhejiang, China) marka ticari ELISA kiti 

kullanılarak enzim bağlı immünoabsorbent yöntemi ile çalıĢıldı.  

 

Histopatolojik incelemede doku örnekleri hematoksilen-eozin ve toluidine mavisi 

boyanarak ıĢık mikroskobu altında incelendi. kaspaz-3 iĢaretlenerek 

immünohistokimya çalıĢması yapıldı. 
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2. GENEL BĠLGĠLER 

 

2.1. ĠSKEMĠ 

 

Organ ve dokulara giden kan akımının arteryal, venöz veya her ikisinin birlikte 

azalması ya da tamamen kesilmesiyle yetersiz perfüzyonu sonucu oksijensiz kalması 

iskemi olarak tanımlanır (Jennings and Reimer 1991). Ġskemi sonucunda hücrelerin 

enerji deposu tükenir ve bunun sonucunda iskemik kaskat denilen olay zincirleri 

baĢlar. Hipoksik kalan hücrede, oksidatif fosforilasyon ve mitokondrial elektron 

transport kapasitesi giderek azalmaktadır. Adenozin trifosfat (ATP) sentezi durur 

ama buna rağmen ATP kullanımı ve ATP hidrolizi devam ettiği için oluĢan adenozin 

difosfat (ADP) düzeyi artmaya devam eder (Zimmerman and Granger 1992, Grace 

1994). Enerji eksikliği olduğunda doğrudan veya dolaylı bir Ģekilde hücrenin iyon 

dengesi bozulur, bunun sonucunda hidrolazlar aktive olarak yıkım baĢlatır ve hücre 

zarı geçirgenliği de artar. Bu değiĢiklikler sırayla meydana gelir. Hipoksik dönem ne 

kadar uzunsa değiĢiklikler de o kadar fazla olur. Glikolitik hızda ve ATP 

tüketimindeki artıĢın sonucunda zarar gören lizozomlardan hidrojen iyonu (H
+
) 

serbestleĢmesi nedeniyle sitozolik pH doğrudan azalır. Bu olaylarla birlikte hücre içi 

iyon dengesi de bozulur. Sitozolik kalsiyum (Ca
+2

) ve sodyum (Na
+
) 

konsantrasyonları artar ve sodyum-potasyum ATPaz (Na-K ATPaz) pompası inhibe 

olur. Ca
+2

 konsantrasyonun hücre içindeki bu artıĢı hidrolazları aktive eder (ġekil-1) 

(Kumar et al. 2017). 
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ġekil 1. Ġntrasellüler Ca
+2

‟nın toksik etkileri (Kumar et al. 2017) 

Na
+
 osmotik basıncı arttırarak hücre içine su çeker ve hücrenin ĢiĢmesine sebep olur 

(Chan et al. 2018). Ġskemi sırasında ATP üretimi olmadığı halde tüketimi devam 

ettiğinden adenozin monofosfat (AMP) ve adenozin oluĢumu da devam eder. 

Adenozin, hücre dıĢına hızla difüze olur ve parçalanarak inozin ve hipoksantini 

oluĢturur. Sonuçta, iskemi sırasında yüksek enerjili fosfat bileĢiklerinin yıkımı ile 

pürin metabolitleri (örn: ksantin, hipoksantin) dokuda birikir.  Bu ise ksantin 

dehidrojenazın (KDH) ksantin oksidaza (KO) dönüĢümüne yol açar. 

 

Normal süreçte hipoksantin ürik aside yıkılır ve burada elektron alıcısı nikotinamid 

adenin dinükleotid (NAD
+
)‟tir. Ancak iskemi durumunda KDH, KO‟ya dönüĢtüğü 

için hipoksantinin ürik aside yıkımı KO tarafından gerçekleĢtirilir ve bu tepkimede 

elektron alıcısı moleküler O2„dir (Parks et al. 1988). Bu olayların sonucunda 

hipoksantin dokuda yüksek seviyelere çıkar. Reperfüzyonla dokuya tekrar oksijen 

ulaĢtığında fazla miktardaki hipoksantinin, KO ile tepkimeye girmesi toksik serbest 

radikal oluĢumuna neden olur (Toyokuni 1999). Ġskeminin geçmesine rağmen kalıcı 

mitokondri fonksiyon kaybı ve hücre membran fonksiyonlarının ileri seviyede 

bozulması irreversibl hasar göstergesi olduğu bilinmektedir. (Hensley et al. 2000, 

Droge 2002) (ġekil 2). 
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ġekil 2. Doku oksijenizasyonunda azalmanın yarattığı etkiler (Mc Cance et al. 2013) 

Dokuların iskemiye dayanıklılığı ve kritik iskemi süreleri birbirlerinden farklıdır. 

Ġskelet kasları (çizgili kaslar) iskemiye uzun süre dayanabilirken sinir hücrelerinde 

ise dakikalar içinde geri dönüĢü olmayan hasar baĢlayabilir (Grace 1994, Semenza 

2000, Girotti 1998). Kemik ve deri dokuları iskemiye, iskelet kaslarına göre daha 

dayanıklıdır. Dokunun iskemiye dayanabildiği ve canlılığını koruyabildiği 

maksimum süre kritik iskemi süresi olarak adlandırılır. Kritik iskemi süresi sıcaklığa, 
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dokuya ve organa bağlı olarak değiĢiklik gösterir (Gillani et al. 2012). YaklaĢık 

olarak kritik iskemi süreleri; karaciğer ve böbrek için 10-15 dk, beyin dokusunda 

yaklaĢık 5dk ve  iskelet kasında 2,5 saat civarındadır. Ġskemi süresinin uzaması 

büyük nöron hasarlarına ve enfarktüse sebep olabilir. Kritik iskemi süresinin aĢılması 

sonrasında gerçekleĢen reperfüzyon, parankimal hasarla sonuçlanmaktadır (Tapuria 

et al. 2008). 

 

2.2. REPERFÜZYON 

 

Organ veya dokuda bozulan kanlanmanın normal hale dönmesi reperfüzyon olarak 

tanımlanır (Carden and Grander 2000). Ancak, iskemik kalan dokunun yeniden 

kanlanması durumunda dokuda yalnızca iskemiyle oluĢan hasara oranla daha ciddi 

bir hasarla sonuçlanır (Zimmerman and Granger 1992). Reperfüzyonun olumlu 

etkileri iskemiye maruz kalan dokuda enerji ihtiyacının tekrar karĢılanması ve toksik 

metabolitlerin dokudan uzaklaĢtırılmasıdır. Ġskemik hasarın ortadan kaldırılması için 

reperfüzyon gereklidir. Ġskemi kısa süreli ise reperfüzyonun hasar Ģiddeti hafif 

olurken, uzun süren iskemi durumunda geri dönüĢsüz hasar baĢladıysa reperfüzyon 

hücrelerin kurtarılması için yeterli olmayabilir (Ladipo et al, 2003). Reperfüzyonun 

baĢlamasıyla birlikte inflamatuar yanıt da baĢlar. Bu inflamasyon sürecinde 

lenfositler, makrofajlar, trombositler, nötrofiller, endotel hücreleri, parankimal 

hücreler ve kompleman sistemi, koagülasyon kaskadı, nitrik oksit (NO), reaktif 

oksijen radikalleri ve sitokinler olaya dahil olarak mikroperfüzyonu bozar (Buja 

2010, Jaeschke 2003).  Bu süreçte meydana gelen serbest radikaller sistemik 

dolaĢıma karıĢarak çoklu organ hasarına sebep olur (Zhao et al. 2008, Ġnan ve ark. 

2013). OluĢan hasar geri dönüĢebilir düzeyde ise enerji depoları doldurularak ve 

hücresel dejenerasyon düzeltilerek homeostazis sağlanır. Ancak iskeminin neden 

olduğundan çok hasara neden olarak, reperfüzyonun kendisi de geri dönüĢümsüz 

hasara neden olabilir (Collard and Gelman 2001). Ġskemiden sonra, dokudaki serbest 

radikallerin en büyük kaynağı KO‟dur (Grace 1994, Terzi ve ark. 2000). 

Reperfüzyon baĢlayınca dokuya çok miktarda O2 molekülü gelir. Sitozolik Ca
+2

 

iyonu artar ve bununla birlikte KDH enzimi KO‟ya dönüĢür. KDH enzimi indirgeyici 

ajan olarak FAD kullanır ve hipoksantini ksantine çevirir.  Daha sonrasında ise 
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ksantini ürik aside çevirir. Ve böylece KO O2‟den süperoksit iyonu (O2
-
) ve hidrojen 

peroksit (H2O2) oluĢmasına sebep olur (Orrenius et al. 1996, Salvemini and 

Cuzzocrea 2002).  Proteinler, zar lipidleri, nükleik ve deoksiribonükleik asitler 

reperfüzyon hasarından en çok etkilenen yapılardır (Wilhelm 1990) (ġekil 3). 

 

 

ġekil 3. Hücre hasarında serbest oksijen radikallerinin yeri (Kumar et al. 2017) 

 

2.3. ĠSKEMĠ/REPERFÜZYON HASARININ FĠZYOPATOLOJĠSĠ 

 

Dokuda iskemi baĢlamasıyla oksijen açığı olduğu için aerobik metabolizma 

anaerobik metabolizmaya dönüĢerek iĢlevsel bozulmaya neden olur. Aerobik 

metabolizma olmadığı için dokuda ATP rezervleri tükenmeye baĢlar. Yeni ATP 

üretimi de hücreye yetersiz kaldığı için enerji gerektiren metabolizma olayları devam 

edemez (Dick et al. 2008, Bilal ve Sarıoğlu 1992). Aerobik glikolizde 38 ATP, 

anerobik glikolizde ise sadece 2 ATP üretildiği için hipoksi durumunda hücrede 

büyük bir ATP açığı meydana gelir. Ġskeminin baĢlangıcında glikolitik yol aĢırı 

uyarılır. Ġskemik dokudaki O2 glikolizin devamında gerçekleĢecek olan oksidatif 

fosforilasyon için yeterli olmaz. Bu sebeple glikolizin son ürünü olarak oluĢan 

piruvat laktata dönüĢür. Devamında ortamda sitrat, laktat ve nikotinamid adenin 

dinükleotid (NAD) konsantrasyonlarının artması ve doku pH‟sının düĢmesi ile durur.   

 

ATP eksikliği hücre içinde birbiriyle iliĢkili olan çok sayıda sistemi etkiler :  
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Na-K ATPaz pompa fonksiyonunun bozulması: Normal Ģartlarda 3 Na
+
 dıĢarı 2 K

+
 

içeri geçiĢini yapan bu pompa ATP bağımlı olarak çalıĢtığı için ortamdaki ATP 

eksikliği durumunda fonksiyon gösteremez ve intraselüler Na
+
 artıĢı ile hücre dıĢına 

K
+
 kaçıĢının baĢlamasına neden olur. Hücre içi Na

+
 artıĢına izoozmotik basınçla 

birlikte su difüzyonu eĢlik eder. Bunun sonucunda hücre ĢiĢer (Kumar et al. 2000). 

 

pH‟nın düĢmesi ve intraselüler asidoz: Doku O2 düzeylerindeki azalma ile glikolizin 

son ürünü olan piruvat birikir ve oksidatif fosforilasyona ilerleyemediği için laktata 

dönüĢür. Böylece doku pH‟sı düĢer. 

 

Hücre içinde Ca
+2

 birikimi: Hipoksi veya toksinler Ca
+2

 seviyelerinde artıĢa neden 

olur.  Bu artıĢın baĢlıca sebepleri endoplazmik retikulumdan ve mitokondriden Ca
+2

 

salınımı ve hücre zarından Ca
+2

 geçiĢidir. ArtmıĢ Ca
+2 

seviyesi çok sayıda enzimin 

aktive olmasına neden olur. Bunlar; fosfolipazlar (membran hasarı yapar), proteazlar 

(membranları ve hücre iskeletini oluĢturan proteinlerini parçalar), ATPaz ve 

endonükleaz (kromatinin parçalanmasına neden olur)‟dır (Yıldar 2008). 

 

Pürin metobolitlerinin birikmesi: Hücre içindeki ATP‟nin yıkılması ile oluĢan 

ADP‟ler; önce AMP‟ye yıkılarak sonrasında sırası ile adenozin, inozin ve 

hipoksantine dönüĢür. Eğer reperfüzyon sağlanır ise hipoksantin O2 ve KO enziminin 

etkisiyle ksantine dönüĢür. Ksantin de ortamdaki O2 ile tepkimeye girer ve ürik asite 

parçalanır. Bu olayların sonucunda hasardan sorumlu olan süperoksit radikalleri 

oluĢur. Hipoksinin devamlılığı halinde ortamda O2 kalmadığı için ksantin, NAD ve 

hidrojen ile tepkimeye girerek ürik asit, NAD-fosfat, H
+
, H2O2 ve süperoksit 

radikalleri (O2
-
) oluĢturur (Dick et al. 2008) (ġekil 4). 
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ġekil 4. Ġskemi sonrası pürin metabolizması ve KDH‟ın KO‟ya dönüĢümü, 

reperfüzyon sonrası oksijen radikallerinin oluĢumu (Schoenberg 1993). 

 

 

2.3.1. Serbest Oksijen Radikalleri (SOR) 

Serbest radikal, dıĢ yörüngesinde bir veya daha fazla eĢleĢmemiĢ elektronu olan atom 

ya da moleküllerdir (Altan ve ark. 2006). Aerobik hücrelerin enzimatik 

oksidasyonunda ara ürün olarak ve oksijenin redüksiyona uğraması ile negatif yüklü 

O2
-
 iyonu oluĢur. Spontan dismutasyonla veya süperoksit radikalinin enzimatik 

olarak tepkimeye girmesiyle de ikinci ara ürün olan H2O2 oluĢur. Daha sonra, 

özellikle mitokondride olmak üzere hidroksil radikali (OH
-
) oluĢur. Hücre içinde bu 

serbest radikaller dıĢında radikal olmayan ama serbest radikal oluĢturma potansiyeli 

olan; H2O2, hipoklorik asit gibi zararlı oksijen türleri de oluĢabilir. Diğerleriyle 

karĢılaĢtırılığında O2 radikalleri çok reaktif ürünlerdir ve yüksek elektron aktiviteleri 

vardır. Aralarında en aktif olanı OH
-
 radikalidir (Grace 1994, Ertan ve ark. 2001). 

Organizmada, oksidan ürünlere maruziyeti en aza indirmek için antioksidanlar 

mevcuttur, ancak serbest oksijen radikallerinin yüksek seviyelere ulaĢtığı 
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durumlarda, antioksidanlar yetersiz kalır ve oksidatif hasar gerçekleĢir (Cantürk ve 

Sayek 2005). 

 

Tablo 1. Bilinen bazı radikal ajanlar (Dündar 2000). 

Radikal Simge Tanımlama 

Hidrojen H  Bilinen en basit radikal 

Süperoksit O2 - Oksijen metabolizmasının ilk ara ürünü 

Hidroksil OH  En toksik (reaktif) oksijen metaboliti radikal 

Hidrojen peroksit H2O2 Moeküler hasar yeteneği zayıf, reaktivitesi 

çok düĢük 

Singlet oksijen O2- Güçlü oksidatif oksijen formu, yarılanma 

ömrü hızlı 

Perhidroksi radikal HO2  Lipidlerde hızlı çözünerek lipid 

peroksidasyonunu artırır 

Peroksil radikal ROO- Perhidroksile oranla daha zayıf etkili, 

lipidlere lokalize olur 

Triklorometil CCl3 CCl4 metabolizması ürünü karaciğerde 

üretilen bir radikal 

Thyl radikali RS  Sülfürlü ve çiftlenmemiĢ elektron içeren 

türlerin genel adı 

Alkoksil RO  Organik peroksitlerin yıkımı ile üretilen 

oksijen metaboliti 

Nitrojen oksit NO L- arjinin amino asitinden in vivo üretilir. 

Nitrojen dioksit NO2 NO‟in oksijen ile reaksiyonu sonucu oluĢur 

 

Serbest radikal ajanlar endojen veya eksojen kaynaklı olarak oluĢabilirler (Aksoy 

2002) (Tablo 2). 
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Tablo 2. Serbest radikallerin kaynakları (Aksoy 2002). 

Endojen Kaynaklar 

Oksidan enzimler 

Mitokondriyal elektron transport zinciri  

Galaktoz oksidaz  

Siklooksijenaz 

Mikrozomal elektron transport zinciri  

Monoamin oksidaz  

Nötrofiller  

Lipoksijenaz 

Indolamin dioksijenaz  

Monositler ve makrofajlar  

Eozinofiller  

Ksantin oksidaz  

Endotelyal hücreler  

Fagositik hücreler  

Otooksidasyon reaksiyonları (ör, Fe
+2

) 

Eksojen Kaynaklar  

Okside glutatyon 

Redoks siklus bileĢikleri (ör, paraquat, doksorubisin) 

Sigara 

GüneĢ ıĢıǧı  

Ilaç oksidasyonları (ör, parasetamol)  

Isı Ģoku 

 

Bu serbest radikaller, membranlarda bulunan lipidlerini perokside ederek, mitokondri 

hasarına sebep olur, hücre proteinlerine ve genetik materyale hasar verir (Rodwel et 

al. 2015) (ġekil 5). 

 

 

ġekil 5. Serbest radikal oluĢumu, hücre içindeki patalojik etkileri ve hücreden 

temizlenmeleri (Kumar et al. 2017). 
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Proteinlerin Oksidatif Modifikasyonu: SOR proteinlerin sülfhidril gruplarıyla 

etkileĢime geçerek çapraz bağlanmalarını arttırırlar. Bu da protein yapıdaki 

enzimlerin yapılarının bozulmasına veya etkinliklerinin azalmasına sebep olur. 

Ayrıca, serbest radikaller polipeptidlerin doğrudan parçalanmasına da neden 

olabilirler.  

 

Lipid Peroksidasyonu: SOR, hücre membranlarındaki lipidlerin peroksidasyonuna 

sebep olurlar. OH
- 
radikalinin, membran lipitleriyle zincirleme reaksiyonu sonucunda 

farklı lipid peroksidasyon ürünleri oluĢur. 

 

DNA fragmantasyonu: Serbest radikallerin timin nükleotidleri ile reaksiyonu sonucu 

çekirdek veya mitokondride bulunan DNA yapısında tek zincir kırılmalarına sebep 

olur (Kumar et al. 2007). 

 

2.3.2. Polimorf Nüveli Lökositler (PMNL) 

Ġskemi-reperfüzyon hasarından sonra aktiflenen ilk hücreler PMNL olup, 

mikrovasküler permeabilite artıĢından da baĢlıca sorumlu olduğu düĢünülen 

hücrelerdir (Serizawa et al. 1996, Kumar et al. 2007). Antinötrofil serumlarla ya da 

monoklonal antikorlar ile yapılan çalıĢmalar, reperfüzyondaki mikrovasküler 

permeabilite artıĢına baĢlıca nötrofillerin sebep olduğunu göstermiĢtir (Lopez-

Neblina et al. 1996). PMNL‟in Ġ-R hasarındaki rolüyle ilgili olarak mikrovasküler 

oklüzyon, sitotoksik enzimlerin salınması, vasküler permeabilitede artıĢ ve sitokin 

salınımında artıĢ gibi mekanizmalar olabileceği söylenmiĢtir (Eltzschig and Collard 

2004). 

 

Hasar yaratan etkeni ortadan kaldırmak veya yoğunluğunu azaltmaya yönelik olan bu 

inflamatuar yanıtların sonucunda; mikrovasküler permeabilitede artıĢ, tromboz, ödem 

ve hücre ölümü gerçekleĢir. Görevlerini tamamlayan PMNL apoptotik hücre 

ölümüne uğramaları sonucu makrofajlar aracılığı ile lenfatik dolaĢıma katılır ve 

ortamdan uzaklaĢtırılırlar (Schoenberg and Beger 1993). 
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2.3.3. Kompleman Sistemi ve Sitokinler 

Kompleman (C) sistemi inflamasyonda ve konakçı savunmasında önemli görevleri 

olan plazma proteinleridir. C proteinleri aktive olarak, zararlı partiküllerin üzerini 

kaplayarak (opsonize ederek) fagosite edilmelerini sağlarlar. Vasküler permeabiliteyi 

ve lökosit kemotaksisini arttırır. Bu Ģekilde inflamatuar yanıta katkı sağlar (Kumar et 

al. 2007).  C proteinlerinden C3a ve C5a anaflatoksindir. C5a proteini lökosit 

aktivasyonu yapar ve kemotaksisi uyarur. Bunlara ek olarak; makrofaj inflamatuar 

proteinleri, MCP-1, TNF-α, IL-1 ve IL-6 üretimini uyararak inflamatuar yanıtı arttırır 

(Thrane et al. 2007). C5b9 proteini de endotelde IL-1a, IL-8 ve MCP-1 üretimini 

uyararak lökosit aktivasyonunu ve kemotaksisi arttırır. Bununla beraber endotel 

bağımlı vazodilatasyonu inhibe eder. Endotelde siklik guanozin monofosfatı 

azaltarak vasküler tonusu bozar (Suzuki et al. 1991, Zhang et al. 1999). Reperfüzyon 

sırasında miyokardda C aktivasyonunu gösteren bir çalıĢmada C sistemi C1 

inhibitörü kullanılarak klasik yoldan inhibe edilmiĢ ve böylece iskemik kalan 

miyokardın reperfüzyon hasarından efektif bir Ģekilde korunduğu gözlenmiĢtir 

(Buerke et al. 1995). 

 

2.3.4. Endotel Hücresinin Rolü 

Endotel hücreler oksidatif strese maruz kaldığında aktivasyon ve iĢlev bozukluğuna 

uğrarlar. Endotel hücreleri hem kendileri SOR üretirler hem de SOR‟un potansiyel 

hedefidirler. Endotel hücreleri, mikrovasküler homeostazdan sorumlu moleküller 

olan endotelin (ET) ve NO‟yu üretirler. Arter üzerinde ET‟in vazokonstriktör etkisi 

varken NO ise vasodilatasyon etkisine sahiptir. Venler üzerinde ise arterlerin tersi bir 

etkisi vardır. Ġ-R hasar durumunda ET/NO oranı ET lehinde bozulur. Sonuç olarak 

arteriyel vazokonstriksiyon ve venöz vazodilatasyon olur (Oğuz 2010). Oksidatif 

stres altında kalan endotel hücreleri C sistemini aktifler ve lökosit adhezyon 

moleküllerinin üretimi artmaya baĢlar. Bunlara ek olarak aktive olan endotel 

hücreleri kollajenaz salgılayarak kendi bazal membranlarının sindirimine de neden 

olabilirler (Weight et al. 1996). 
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2.3.5. Antioksidanlar 

Antioksidanlar, serbest radikallerin vücuttaki olumsuz etkilerini önlemek için 

oluĢturulan savunma sistemleridir (Dick et al. 2008) Bu sistemler lokal O2 

konsantrasyonunu azaltarak, lipid peroksidasyonunun baĢlamasını önleyerek, 

hidroksil radikallerini temizleyerek, metal iyonlarını bağlayarak ve zincir 

reaksiyonlara neden olabilen radikallerle reaksiyona girip bu reaksiyonların 

kırılmasını sağlayarak antioksidan etki gösterebilirler. Antioksidanların en belirgin 

özelliklerinden biri çok az konsantrasyonda bulunsalar bile, okside olan substratın 

oksidasyonunu geciktirebilmeleri ve inhibe edebilmeleridir (Halliwell and Gutteridge 

1990). Oksidan maddeler belirli bir düzeyde kaldıkları sürece, organizmanın 

enfeksiyon ajanlarına ve yabancı maddelere karĢı önemli savunma molekülleridir. 

Ancak bu düzeyin üzerinde oluĢurlarsa veya antioksidan sistem yetersiz kalırsa; 

serbest radikal molekülleri, organizmanın yapısını oluĢturan proteinleri, lipitleri, 

karbonhidratları, nükleik asitleri ve enzimleri bozarak yıkıcı etkilere yol açarlar 

(Yalçın 1998). Antioksidan moleküller heterojen bir ailedir. Kökeni (doğal ya da 

sentetik), özellikleri (hidrofilik ya da lipofilik), doğası (enzimatik ya da 

nonenzimatik), mekanizması (metal Ģelasyon, reaktif oksijen moleküllerinin yıkılarak 

olarak ortadan kaldırılması) ve etki alanı (hücre içi, hücre dıĢı ve hücre zarı) dikkate 

alınarak çeĢitli gruplandırmalar yapılmıĢtır (Glatzounis et al. 2005). 

 

2.4. ALT EKSTREMĠTE ĠSKEMĠ REPERFÜZYON HASARI 

 

Alt ekstremite akut Ġ-R hasarı, özellikle aort cerrahilerinde abdominal aortaya geçici 

süre ile kros-klemp konulması sırasında ve akut femoral arter trombozlarında ortaya 

çıktığı görülmektedir (Yardım Akaydın S. ve ark. 2006, Carden and Granger 2000). 

Akut geliĢen alt ekstremite Ġ-R hasarının sonucunda lokal ve sistemik inflamatuar 

yanıt olur ve buna bağlı olarak plazmada artan proinflamatuar ajanlar artar. Bu 

ajanlarla birlikte SOR ve nötrofil infiltrasyonu olması uzak organ hasarının 

oluĢumunda rol oynadığı bilinmektedir. (Nakamura et al. 2001). Alt ekstremite Ġ-R 

hasarı akciğer, karaciğer, bağırsak, kalp ve ince barsak gibi uzak organları içerecek 

Ģekilde bir hasar meydana getirir ve hatta multiple organ yetmezliğine neden 
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olabildiği bilinmektedir. (Chang et al. 2016, Gokalp ve ark. 2020, Ozdemirkan ve 

ark. 2021). 

 

2.5. ĠSKEMĠ-REPERFÜZYON HASARININ NÖRAL YAPILARA ETKĠSĠ 

 

Vücut ağırlığının yaklaĢık %2‟sini oluĢturan beyin dokusunun inspire edilen 

oksijenin yaklaĢık olarak %20‟sine, kardiyak debinin yaklaĢık %15‟ine, açlık 

durumunda karaciğerden salınan glukozun tamamına ihtiyacı vardır. Normal 

Ģartlarda kortekste gri cevher 6ml/100gr/dak, beyaz cevher ise 2ml./100gr/dak kadar 

okijen harcar. Beyin dokusunda glukoz tüketimi yaklaĢık olarak 4.5-7mg/100gr 

civarındadır. Dinlenme halinde serebral dokuda kan akımı 50ml/100gr beyin 

dokusu/dk civarındadır (Siesjo 1992). Oksijen ve hayati ihtiyaçları karĢılamak için 

serebral dokunun yüksek bir perfüzyon gereksinimi vardır. Beyin parankiminin 

anaerobik metabolizma kapasitesi ve glikojen depoları çok kısa süreli yetecek 

düzeydedir; bu nedenle de beyin dokusu iskemiye karĢı fazla duyarlıdır (Ginsberg 

2003, Kirino et al. 1985). Ġskemiye bağlı oluĢan hasarda en önemli faktör yeterli 

miktarda enerjinin sağlanamamasıdır. Normal Ģartlarda serebral dokunun enerji 

ihtiyacı aerobik ve anaerobik glikoliz sonucunda oluĢan ATP ile sağlanır. Hipoksi 

durumunda mitokondrilerde oksidatif fosforilasyon ile birlikte elektron transportu 

bozulur ve bu sebeple ATP sentezi de durur. ATP sentezinin durması sonucunda 

asidoz ve makromolekül sentezinde aksaklık olur. Ġyon dengesi bozulur ve ATP 

yıkım ürünleri birikmeye baĢlar. Ġskemik hasarın baĢlangıcında hipoksiyle birlikte 

kısa bir süre anaerobik glikoliz yapılır. Ama iskemi baĢlangıcından yaklaĢık 2-3 

dakika kadar sonra beyin dokusunda laktat seviyesi maksimuma çıkar. Anaerobik 

metabolizma sonucu oluĢan laktat ve hidrojen iyonu birikimiyle hücre içi ve dıĢı 

ortamlarda asidoz geliĢir (Siesjo 1992). pH düĢmesi ile birlikte proteinlerde 

denatürasyon baĢlar ve enzimatik moleküllerde fonksiyon kaybı olur. Serbest 

radikaller oluĢmaya baĢlar (Siesjo et al. 1995). Nöronların hücresel iyon dengesi 

hücre membranında bulunan transport kanalları ile potasyumun intraselüler ve 

sodyum, kalsiyum, klorun ekstraselüler gradientleri ile sağlanır. Ġyon dengesini 

sağlayan bu pompalar ATP bağımlıdır. ATP eksikliğinde iyon pompaları fonksiyon 

gösteremez. Bunun sonucunda da konsantrasyon farkı nedeniyle potasyum hücre 



17 

dıĢına çıkarken sodyum, kalsiyum ve klor hücre içine geçer. Hücre içine iyonlarla 

birlikte su molekülü de girdiği için hücre ĢiĢer ve “sitotoksik ödem” meydana gelir 

(Meyer et al 1986, Selman et al, 1990). Ġskemiye bağlı hasar oluĢumunda; 

ekstraselüler alandan hücre içine kalsiyum giriĢi, intraselüler depolardan kalsiyum 

salınımı ve intraselüler kalsiyum düzeyini kontrol eden mekanizmalardaki bozulma 

en önemli faktörlerdendir. ATP eksikliği nedeniyle Na/K ATPaz pompası, 3Na/Ca 

ve Na/H transport pompaları fonksiyonunu kaybeder. Ġntraselüler artan Na iyon 

konsantrasyonu nedeniyle de N tipi voltaj duyarlı Ca
+2 

kanalları açılarak hücre içine 

Ca
+2 

geçiĢi olur. Presinaptik uçtan hücre içine giren Ca
+2

, sinaptik aralığa baĢta 

glutamat olmak üzere eksitatör aminoasitlerin salınmasına sebep olur (Siesjo 1992, 

Schwartz-Bloom and Sah 2001). Eksitatör aminoasitlerin geri alınımı 2Na
+
/glutamat 

kotransporterları ile olur. Bu pompa sodyum düzeyine ve membran potansiyeline 

bağlı olarak çalıĢır. (Siesjo and Danbolt 2001). Ġntraselüler Ca
+2 

seviyesinin 

artmasıyla degredasyondan sorumlu enzimler aktive olur ve böylece lipoliz, proteoliz 

ve deoksiribonükleik asit (DNA) hasarı baĢlar (Siesjo 1995). Ca
+2 

yüksekliği ile 

aktive olan fosfolipaz; hücre ve organel membranlarındaki fosfolipidleri 

parçalayarak serbest yağ asidi oluĢumuna sebep olur. Ġskemik hücre membranında 

protein ve lipit oranı bozulduğu için hücre içine daha fazla kalsiyum giriĢi olur. 

Lipoliz ile oluĢan serbest yağ asitleri hem iskemi hem de reperfüzyon evresinde 

serbest radikallerin oluĢmasına neden olmaktadır (Schmidley 1990, Garcia and 

Anderson 1989). Ġntraselüler kalsiyum artıĢı sonucunda ksantin oksidaz, lizozomal 

ve nötral proteazların aktivasyonu baĢlar. Bu enzimlerin aktivasyonları hücre 

iskeletini oluĢturan proteinlerin yıkımına, sonuçta geri dönüĢü olmayan bir hücre 

hasarına neden olur. (Schmidley 1990, Garcia and Anderson 1989, Seyfried et al 

1997). Ġ-R sonucunda meydana gelen doku hasarında; reperfüze olan dokuda biriken 

nötrofillerin aktif rol oynadığı gösterilmiĢtir. Nötrofil kemotaksisinin baĢlatılmasında 

lipid peroksitleri ve SOR‟un rol oynamaktadır (Crack and Taylor 2005). SOR 

(baĢlıca süperoksit, hidroksil radikali, H2O2) moleküler oksijenin indirgenmesi 

sonucunda oluĢur. Süperoksit radikali stabil bir yapıda değildir ve tepkimeye girerek 

zayıf etkili bir oksidan olan hidrojen peroksite dönüĢür. H2O2, CAT enzimi 

tarafından indirgenir ve bu sebeple de reperfüzyon hasarında önemli rol oynar. 

Hidroksil radikalinin ise doku hasarını baĢlatan madde olduğu bilinmektedir. Normal 
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Ģartlarda SOR, mitokondri membranına bağlı olarak bulunmaktadır ve minimal 

düzeyde artıĢları bile hücre için toksiktir. Reperfüzyonla birlikte artan SOR hücre 

içinde DNA, proteinler ve poliansature yağ asitleriyle reaksiyona girer. Sonuçta da 

hücre zarında lipid peroksidasyonu olur (Crack and Taylor 2005).  Lipid 

peroksidasyonu sırasında karbon bağları koparak aldehid yapıda yıkım ürünleri 

meydana gelir. SOR ne kadar artarsa bu aldehid yapıda yıkım ürünleri de (4-hidroksi 

nonenol ve MDA) o oranda artar. OluĢan lipid peroksidler dokuda nötrofil artıĢına 

yol açarak indirekt hasarı da tetiklerler (Liao et al 2001). Aktive olan nötrofiller 

elastaz, jelatinaz, kollajenaz gibi yıkım enzimleri salgılarlar ve endotel hücrelerinin 

bütünlüğü böylece bozulmuĢ olur. Vasküler yapıda endotel bütünlüğünün bozulması 

iskemi-reperfüzyon hasarındaki en önemli olaylardan biridir. Endotel bütünlüğünün 

bozulmasıyla birlikte ortaya çıkan sitotoksik maddelerle mikrovasküler geçirgenlik 

artar. Mikrovasküler geçirgenliğin artması sonucunda interstisiyel alana sıvı geçer. 

Sonuçta interstisiyel ödem ve bununla beraber hemokonsantrasyon meydana gelir. 

Bunun sonucunda kapiller lümen iyice daralarak doku perfüzyonu bozulur (Liao et al 

2001, Lopez-Neblina  et al 2005).  

 

2.6. Ġ-R HASARINDA N-METĠL D-ASPARTAT ANTAGONĠZMASI 

 

N-Metil D-Aspartat kanallarının aktive olması ile hücre içi Ca
+2 

artar. Hücre içi Ca
+2 

birikimi sonucunda da nitrik oksit sentaz (NOS) yolu aktive olarak NO oluĢur. Bu 

olaylar dizisinin sonucunda SOR oluĢumu artar.  NMDA reseptörlerinin aĢırı aktive 

olması da apopitozise sebep olan olayları baĢlatmaya yol açar (Faden et al. 1990, 

Faden et al. 1988). 

 

NMDA antagonistlerinin Ġ-R hasarına uğrayan beyin, böbrek, iskelet kası ve 

miyokard gibi organ ve dokularda koruyucu etkileri olduğu gösterilmiĢtir 

(Himmelseher and Durieux 2005, Lee et al. 2004, Kato and Foex 2002). Anoksik ve 

hipoksik nöronal hücre kültürü çalıĢmalarında sinaptik aralığa salınan eksitatör 

aminoasitlerin nörotoksik seviyelere ulaĢabildiği saptanmıĢtır. Bu sebeple oluĢan 

hasarın kompetitif ve nonkompetitif NMDA antagonist ajanlar ile azaltılabildiği 

gözlenmiĢtir. (Boast et al. 1988, Happel et al. 1981). Alzheimer tedavisinde 
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kullanılan memantin bir NMDA antagonistidir. NMDA reseptörlerinde blokaj 

oluĢturarak yüksek glutamat düzeylerinin neden olarak intraselüler Ca
+2

 birikimini 

azaltır ve bu sayede tedavide etkinlik gösterir (Sonkusare et al. 2005). Anestezik 

ajanlar arasında kullandığımız ketamin hızlı etki baĢlangıçlı, kuvvetli analjezik ve 

hafif narkotik özelliklere sahiptir (Tso et al. 2004). Fensiklidin analoğu bir ajan 

olarak 1960‟lı yılların sonuna doğru klinik kullanımda yer almaya baĢlamıĢtır (Hirota 

and Lambert 1996). Ketaminin insanlarda terapotik amaçla kullanımı çok yaygın 

olmasa da; travmalarda, acil operasyon gereken durumlarda, pediatrik hasta 

grubunda ve ayrıca veteriner hekimlikte kullanımı mevcuttur (Moore et al. 2001, 

Whitington et al. 2002). Ketamin etkisini NMDA reseptör blokajı yaparak gösterir. 

Spesifik olarak NMDA reseptörleri üzerinde bulunan fensiklidinin bağlanma 

bölgelerine zayıf olarak bağlanarak nonkompetitif blokaj yapar (Shiue et al. 1997). 

Bu etkisi ile birlikte aynı zamanda ketamin Ġ-R hasarından koruyucu etkiye sahiptir 

(Camara-Lemarroy et al. 2009, Guzman et al. 2010). 

 

2.7. AMANTADĠN 

 

Amantadin ilk olarak Asya Ġnfluenzasına karĢı kullanılmıĢ ve 1966 yılında bu 

hastalığa karĢı koruyucu ajan olarak Amerika BirleĢik Devletleri'nde onaylanmıĢtır 

(Hubsher et al. 2012). Amantadin, NMDA reseptörünün nonkompetitif 

antagonistidir. Bu reseptör glutaminerjik bir reseptör tipidir ve amantadin 

direk/indirek olarak glutaminerjik ve dopaminerjik sinyal etkisine sahiptir (Danysz et 

al 1997, Farnebo et al. 1971). Aynı zamanda amantadinin antikolinerjik (örn; ağız 

kuruluğu, kabızlık, üriner retansiyon) ve NMDA reseptör antagonistik etkinlikleri 

(örn; halüsinasyonlar) mevcuttur (Metman et al. 1999). Bilinç bozukluğu nedeni ile 

tedavi edilen nörorehabilitasyon sürecindeki hastalarda amantadin en sık kullanılan 

ilaçlar arasındadır (Giacino et al. 2012). Glutamat antagonistik etki ile postsinaptik 

membranda inhibisyona neden olur ve uyanıklığı arttırır (Saniova et al. 2004). Bu 

nedenle Parkinson tedavisinde, travmatik beyin hasarı olan olgularda, hipoksik 

iskemik ensefalopatide, postoperatif dönemde hastaların uyanıklık ve emosyonel 

fonksiyonlarını arttırmak için kullanılır (Aksu ve ark 2013). Yapılan çalıĢmalarda 

amantadinin hem direk dopamin agonisti olarak etki göstermesi hem de NMDA 
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reseptörleri üzerine antagonist etkisi nedeniyle travmatik beyin hasarı geliĢmiĢ 

hastalarda nörokognitif iyileĢmelere katkıda bulunduğu bildirilmiĢtir (Giacino et al 

2012, Saniova et al. 2004, Meythaler et al 2002). Saniova ve arkadaĢları (2004) 74 

hastalık bir grup ile yaptıkları retrospektif çalıĢmada amantadin tedavisi alan 

hastalarda almayanlara göre Glasgow koma skalasında belirgin düzelme olduğunu ve 

daha düĢük ölüm hızları olduğunu (%51 vs %6) rapor etmiĢlerdir. 

 

2.8. BĠYOKĠMYASAL PARAMETRELER 

 

2.8.1. Apolipoprotrein A1 (APO A1) 

Apo A1, yüksek yoğunluklu lipoprotein (HDL) ve Ģilomikronların yapısında bulunan 

28 kDa ağırlığında bir apolipoproteindir (Favari et al 2015).  Plazmada lipit taĢıyıcısı 

olarak görev alır (Hegele 2009). Plazmada bulunup kan beyin bariyerinden geçebilen 

ve beyin omurilik sıvısı (BOS)‟nda en bol bulunan proteinlerden biridir (Elliott et al. 

2010). Santral sinir sisteminin baĢlıca kolesterol taĢıyıcıları, Apo A1 ve Apo E 

taĢıyan HDL benzeri moleküllerdir.  HDLR sınıfının ATP bağlayıcı kaset taĢıyıcıları 

(ABCA1 ve ABCG1), Apo A1'in hücresel reseptörleridir Apo A1'in ABCA1'e 

bağlanması, hücreden lipid ekstraksiyonuna aracılık eder ve bu süreç, birkaç hücre 

içi yolağın merkezini oluĢturur (Zhao et al. 2012). Bunlar arasında bizim için önemli 

olanlar, hücre büyümesinin düzenlenmesi ve inflamatuar süreçlerle ilgilidir. ABCA1 

ile bağlandığında Apo A1, Cdc42'yi aktive eder ve ardından aktin polimerizasyonuna 

neden olur (Nofer 2006). Bu yol, aktin depolimerizasyonu ile akson büyüme konisi 

çökmesinin kritik bir olay olduğu nöronal hasar sonrası nöron dejenerasyonunun 

zemininde önemlidir (Fournier et al. 2001, Fournier et al. 2003).  Apo A1‟in turnover 

hızı immünolojik olaylara bağlıdır. Örneğin sepsis durumunda yarılanma ömrü 

kısalır ve kötü prognoz göstergesidir (Van Leeuwen et al. 2003). Yapılan 

çalıĢmalarda Apo A1‟in sinir sistemi ile iliĢkili bir molekül olduğunu gösterilmiĢtir. 

Lipid metabolizma genlerinin, özellikle de Apo A1‟in travmatik beyin hasarı ile 

epilepsi modeli oluĢturulan ratlarda upregule olduğu bildirilmiĢtir (Ueda et al. 2013).  

 

2.8.2. Beyin Natriüretik Peptid (BNP) 
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BNP nöronal, hormonal stimülasyon ve sıvı yüklenmesine yanıt olarak kalpten 

salgılanan bir proteindir (Levin et al. 1998). Atriumdan salınmasına rağmen etki yeri 

ventriküldür. Yani BNP beyine spesifik bir peptid değildir ama özellikle hipotalamus 

olmak üzere beyinde de üretilir. Hipotalamusta BNP üretiminde artıĢ olması için 

olası iki mekanizma öne sürülmüĢtür. Bunlardan birincisi humoral veya parakrin 

sinyallere yanıt olarak sekonder salınım, ikincisi ise vazokonstrüksiyona yanıttır. 

Bazı kaynaklar subaraknoid kanama sonrası görülen serebral iskemiyi buna 

bağlamaktadır (Taub et al. 2011). BNP, sepsis veya hemorajik Ģokta tanımlandığı 

gibi sistemik inflamasyon ve lokal tromboz ile karakterize edilen genel bir 

mikrodolaĢım disfonksiyonu sürecinin bir belirteci olabilir (Zakynthinos 2008). Bir 

çalıĢma BNP‟nin proinflamatuar sitokin salınımı ile iliĢkili olduğunu göstermiĢtir 

(Bold 2009). Yapılan çalıĢmalarda BNP‟nin gecikmiĢ iskemik nörolojik defisit ile 

iliĢkili olduğu görülmüĢtür (Berendes et al. 1997, Tomida et al. 1998). Yapılan hücre 

kültür çalıĢmalarında natriüretik peptidlerin nöroprotektif etkileri olduğu 

görülmüĢtür. BNP‟nin de aynı Ģekilde beyin hasarında nöroprotektif etkisi olduğu 

görülmüĢtür. James ve arkadaĢları (2010) yaptıkları beyin hasar modelinde, BNP'nin 

i.v. uygulamasının, serebral kan akımını arttırdığını ve inflamasyonu azalttığını bu 

Ģekilde de nörodejenerasyonu azalttığını göstermiĢlerdir. Travmatik beyin hasarı 

(Kirchhoff et al. 2006, Powner et al. 2007), Ģok (Koenig et al. 2007) ve diğer beyin 

hasarlarında (Mcgirt et al. 2004, James et al. 2009) BNP seviyelerinin yüksek olduğu 

görülmüĢtür.  

 

2.8.3. Nöron Spesifik Enolaz (NSE) 

Enolazlar, 2-fosfogliserat molekülünün fosfoenolpiruvata dönüĢümünü katalizleyen 

glikolitik bir enzimdir. Enolaz enzimlerin vücudun farklı yerlerinde farklı izozimleri 

bulunur.  Enolaz α her yerde bulunur, enolaz β kasa özgüdür ve enolaz y nörona 

özgüdür (NSE) (Shimizu et al. 1983, Merkulova et al. 2000).  NSE γγ veya αγ 

dimerik izozimler olarak iki farklı Ģekilde bulunabilir ve bu izozim formları nöronlar 

ve periferik nöroendokrin hücreler için bir belirteçtir. NSE'nin γ formu nöronlarda 

eksprese edilirken, αγ formu mikroglia, oligodendrosit ve astrositlerde eksprese edilir 

(Piast et al. 2005, Hafner et al. 2013). Hem plazma hem de BOS‟ta ölçülebildiği için 

NSE‟ın nöron ve beyin hasarı değerlendirmede bir belirteç olabileceği 
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düĢünülmüĢtür (Egun ve ark. 1998, Johnsson et al. 2000)  Bu belirteç, nöronal 

fonksiyonel değiĢiklikleri değerlendirmek için kullanılmıĢtır. NSE, travmatik beyin 

hasarında hücre yıkımından sonra plazmaya pasif olarak salınır. Vos ve arkadaĢları 

(2004) yaptıkları çalıĢmada travmatik beyin hasarı olan hastalarda NSE plazma 

konsantrasyonunun, normal referans değerlerinden iki kat daha yüksek olduğu 

bulunmuĢtur. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

ÇalıĢmamız Sakarya Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafından 

05.02.2020 tarih ve 10 sayılı kararıyla etik kurul onayı almıĢ olup, Sakarya 

Üniversitesi Bilimsel AraĢtırma Projeleri BaĢkanlığı tarafından 2020-7-25-24 kod 

numarası ile desteklenmeye uygun bulunmuĢtur. ÇalıĢmamızdaki deney hayvanları 

üzerindeki uygulamalar Sakarya Üniversitesi Deneysel Tıp Uygulama ve AraĢtırma 

Merkezi‟nde gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

3.1. DENEK SEÇĠMĠ 

 

OluĢturulan gruplarda 3R ilkesine dayanarak denek sayısının belirlenmesinde 

istatistiksel olarak, %95 güven aralığında güç analiz testi yapılmıĢtır. Yapılan güç 

analizin deneysel ve kontrol sağ kalım eğrilerinin olasılık (güç) 0,80'e eĢit olduğunda 

boĢ(null) hipotezi reddetmek için toplam 25 (toplam denek sayısı) deneğe ihtiyaç 

vardır. Bunun içinde her bir denek grup azami sayısı (toplam denek sayısı/grup 

sayısı) 6 olarak belirlenmiĢtir. Null hipotezin bu testle ilgili Tip I hata olasılığı 

0,05'tir. Dolayısıyla her grup için 6 adet ratın alınmasının yeterli olacağı 

hesaplanmıĢtır 

 

Güç analizi hesaplanması ile çalıĢmamızda 24 adet Wistar cinsi 290-416g 

ağırlıklarında eriĢkin erkek ratlar kullanıldı. Ratlar, araĢtırma baĢlangıcına kadar 

ortama adaptasyon sağlamaları açısından 12 saat aydınlık, 12 saat karanlık ortamda 

barındırıldı. Ratlar ıĢık ve sıcaklık standardize edilmiĢ bir ortamda bakıldı. Standart 

sıçan besini (pellet yemi) alan hayvanlara herhangi bir kısıtlama uygulanmadı. 

 

3.2. YÖNTEM 

 

Ratlar rastgele 6‟Ģarlı gruplara ayrıldı. 
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Grup S: Sham grubu   

Grup A: Amantadin-45 grubu 

Grup I-R: Ġskemi-Reperfüzyon grubu 

Grup I-R/A: Ġskemi Reperfüzyon+Amantadin-45 grubu 

 

Anestezi verilmeden önce ratların ağırlıkları ölçüldü.  Ratlara 100 mg/kg ketamin 

(Ketalar
®
 1 ml:50 mg, Pfizer, Ġstanbul, Türkiye) ve 15 mg/kg ksilazin (Xylazinbio

®
 

%2, Bioveta, Çek Cumhuriyeti) intraperitoneal (i.p.) uygulaması ile anestezi 

sağlandı. Abdominal bölgeleri insizyon öncesinde tıraĢ edildi (Resim 1). %10 

povidon iyodin solüsyonu ile silinerek cerrahi alanda antisepsi sağlandı.  

 

 

Resim 1. Ratların traĢlanması 

Isı kaybını engellemek ve hipotermiden kaçınmak amacıyla ısıtıcı blanket kullanıldı. 

Isı monitörizasyonu için ise rektal termometre kullanıldı. Yeterli anestezi derinliği 

ağrılı uyarana yanıtsızlık ile değerlendirildi ve sonra hidrasyon sağlamak için kuyruk 

veninden 24 Gauge (G) intravenöz kanül (IV Flon Ar-Es, Ġzmir, Türkiye) ile 

kanülasyon yapıldı. Anestezi idamesi için ratlara düzenli aralıklarla i.p. enjeksiyon 

uygulanmaya devam edildi.  
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Grup Sham‟da i.p. ketamin ve ksilazin enjeksiyonu sonrası yeterli anestezi derinliği 

sağlandı. Kuyruk venine i.v. kanülasyon yapıldı ve 15 dakika hiçbir iĢlem 

yapılmadan beklendi.  Sonrasında orta abdominal insizyon yapıldı (Resim 2) fakat 

ratlara insizyon dıĢında herhangi bir ek müdahale yapılmadı.  

 

 

Resim 2. Orta abdominal hat insizyonu 

Grup A „da i.p. ketamin ve ksilazin enjeksiyonu sonrası yeterli anestezi derinliği 

sağlandı. Kuyruk venine i.v. kanülasyon yapıldı ve amantadin (Amantadine 

hydrochloride
®
, A1260-5G, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 45 mg/kg i.p. yolla 

verildi. 15 dakika hiçbir iĢlem yapılmadan beklendi. Sonrasında orta abdominal 

insizyon yapıldı fakat ratlara herhangi bir müdahale yapılmadı.  

Grup I-R‟de i.p. ketamin ve ksilazin enjeksiyonu sonrası yeterli anestezi derinliği 

sağlandı. Kuyruk venine i.v. kanülasyon yapıldı ve 15 dakika sonra orta abdominal 

insizyon yapıldı.  Ġnfrarenal abdominal aorta eksplore edilerek aortaya atravmatik 

mikrovasküler klemp koyuldu (Resim 3). 120 dakikalık iskemi süresince beklendi. 

Sonrasında atravmatik vasküler klemp çıkarıldı ve 120 dakika reperfüzyon süresince 

beklendi. 
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Resim 3. Ġnfrarenal abdominal aortaya konulan mikrovasküler klemp 

Grup I-R/A‟da i.p. ketamin ve ksilazin enjeksiyonu sonrası yeterli anestezi derinliği 

sağlandı. Kuyruk venine i.v. kanülasyon yapıldı, amantadin 45 mg/kg i.p. yolla 

verildi.  15 dakika sonra orta abdominal insizyon yapıldı.  Ġnfrarenal abdominal aorta 

eksplore edilerek aortaya atravmatik mikrovasküler klemp koyuldu. 120 dakikalık 

iskemi süresince beklendi. Sonrasında atravmatik vasküler klemp çıkarıldı ve 120 

dakika reperfüzyon süresince beklendi. 

Tüm gruplardaki deneklere reperfüzyon iĢlemi sonunda aortadan vacutainer (21 G- 

BD Vacutainer
®
 Safety-Lok

™
 blood collection set) ile antikoagülan içermeyen 

tüplere kan alındı (Resim 4). Bu Ģekilde hem ötenazi yapılmıĢ hem de çalıĢmada 

kullanılacak kan örnekleri alınmıĢ oldu. Daha sonra ötenazi uygulanan ratların 

siyatik sinir ve beyin dokuları çıkarıldı (Resim 5). Alınan doku örnekleri %10 

formaldehit solüsyonuna koyuldu.  
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Resim 4. Vacutainer ile kan alınması ve ötenazi 

 

Resim 5. Beyin ve siyatik sinir dokusu 
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3.3. BĠYOKĠMYASAL DEĞERLENDĠRME 

 

Ratlardan alınan venöz kan örnekleri sarı kapaklı, antikoagülan içermeyen 

biyokimya tüplerine konularak biyokimya laboratuvarına gönderildi. Gelen 

numunelerin pıhtılaĢma süreci tamamlanması beklendi. Daha sonra 10 dk, 4000g'de 

santrifüj edilerek serumlarına ayrıldı. Elde edilen numuneler porsiyonlanarak çalıĢma 

gününe kadar -80°C' de muhafaza edildi. ÇalıĢma gününde öncelikle oda ısısına 

getirilen numuneler homojenize edilerek Rat Brain Natriüretic Peptide, Rat Neuron 

Spesific Enolase, rat Apolipoprotein A1 seviyeleri, BT LAB (Bioassay Technology 

Laboratory, Zhejiang, China) marka ticari ELISA kiti ile enzim bağlı 

immünoabsorbent yöntemi ile çalıĢıldı. 

 

ÇalıĢma aĢağıda tarif edilen Ģekilde yapıldı: 

 

1. Monoklonal antikorlar ile kaplı kuyucuklar içerisine numuneler uygun 

hacimde pipetlendi. 

2. Kuyucuklardaki antikorlara bağlanmıĢ numunedeki partiküllere bağlanmak 

üzere iĢaretli monoklonal antikorları pipetlendi.  

3. Kör kuyucuğu hariç bütün kuyucuklara streptavidin-HRP konjugatı 

pipetlenerek reaksiyona girmesi için 37 °C'de 60 dk inkübe edildi. 

4. Ġnkübasyon sonrasında numuneyle bağlanmamıĢ antikorları uzaklaĢtırma 

amacı ile yıkama yapıldı.  

5. OluĢan bileĢiğin renklendirilmesi için kromojen A ve B solusyonları sırası ile 

eklenerek ve 37 °C'de 10 dk inkübe edildi.  

6. OluĢan reaksiyon sonunda mavi renk oluĢtu. Reaksiyonu sonlandırmak 

amacıyla her bir kuyucuğa stop solusyonundan eklendi. Mavi rengin sarıya 

dönmesi ile reaksiyonun sonlandığı anlaĢıldı. OluĢan sarı renkteki 

yoğunluğun analiz ölçümü mikroelisa okuyucuda uygun dalga boyuna 

ayarlanarak kolorimetrik olarak yapıldı.  

7. Standart değerleri ve bu değerlere karĢılık gelen optik yoğunluk değerleri 

eĢleĢtirildi. Sonra standartların doğrusal regresyon eĢitlik grafiği oluĢturuldu. 

Numunelerin optik yoğunluk değerleri ile standart grafiğindeki 
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konsantrasyonlar eĢleĢtirildi. Numune konsantrasyonları otomatik olarak 

hesaplandı. Sonuçlar rat Apolipoprotein A1 için ug/ml, rat Brain Natriüretic 

Peptide için ng/L ve rat Neuron Spesific Enolase için ng/ml olarak verildi. 

 

ELISA Kit insertinde rat Apolipoprotein A1 için ise Range: 0,05-20 ug/ml 

Sensitivity: 0,022 ug/ml, rat beyin natriüretik peptid için Range: 1-400 ng/L 

Sensitivity: 0,54 ng/L ve rat nöron spesifik enolaz için Range: 0,2-60 ng/mL 

Sensitivity: 0,09 ng/mL olarak verildi. 

 

Üretici firmanın yaptığı presizyon çalıĢmasında kitlerin çalıĢma içi %CV'si <%8, 

çalıĢmalar arası %CV'si <%10 olarak verilmiĢtir. 

 

3.4. HĠSTOPATOLOJĠK DEĞERLENDĠRME 

 

Alınan doku örnekleri inceleme yapılacak güne kadar %10 formaldehit 

solüsyonunda, +4 derecede muhafaza edildi. Örnek materyaller Sakarya Üniversitesi 

Eğitim ve AraĢtırma Hastanesi Histoloji ve Embriyoloji Kliniği‟nin laboratuvarında 

değerlendirildi. 

 

3.4.1. IĢık Mikroskobu Takibi 

Doku örnekleri 18 saat %10‟luk tamponlu formaldehit içerisinde bekletilerek fikse 

edildi. Doku dehidratasyonu için sırası ile %70, %80, %90, %96 ve %100 alkol 

serilerinden geçirildi. Sonrasında ksilen (Merck 108323) ile saydamlaĢtırıldı. 

Dokular kesit alınması için hazırlanmak üzere 56ºC‟lik etüv içersinde (Herdeus) 2 

saat sıvı parafinde (Kimetsan KIMPNB/OICP/040220) bekletildikten sonra parafin 

bloklar içerisine gömüldü. Leica RM 2255 marka mikrotom kullanılarak 4-5 

dokulardan mikronluk kesitler alındı. Dokuda görmek istedigimiz yapıya özgün 

hematoksilen ve toluidin mavisi ile boyandı. Nikon marka ıĢık mikroskobu ile 

histolojik değerlendirme yapıldı. 
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3.4.2. Ġmmünohistokimya Uygulaması 

Kaspazlar genel olarak DNA replikasyonundan ve tamirindan sorumlu olan enzimleri 

inaktive ederler (Adrain C. Et al 2001). Bu nedenle apopitozisi göstermek adına doku 

örneklerinde kaspaz-3 iĢaretlemek için immünhistokimya (IHC) çalısması yapıldı. 

Bu boyama yöntemi kullanıldığında kaspaz-3 yoğunluğu sinir hücresi hasarını 

göstermektedir. Boyama protokolümüz aĢağıda anlatılan seride olduğu gibidir. 

 

Parafin bloklardan alınan 4-5 mikronluk doku kesitleri Poly-L-Lysine sürülmüĢ 

lamlar üzerine alınarak, bir gece 56ºC etüvde tutulup parafini giderildi. AĢağıda 

anlatılan seriden geçirilerek saf suya indirildi. 

 

Ksilen……..2x10 dk 

Saf Alkol…..2x5 dk 

%96 Alkol…2x5 dk 

%90 Alkol…2x5 dk 

%70 Alkol…2x5 dk 

Saf Su……...1x5 dk 

 

Endojen peroksidazı maskelemek için kesitler karanlıkta %0,5‟lik H2O2-metanol 

içerisinde 10 dk bekletildi. 2 kere fosfat tamponlu salin (PBS) içersinde yıkandı. 

Antijenin geri dönüĢümünü sağlamak için kesitler, içinde 10mM Sitrat tampon 

(pH=6) olan saleye konarak mikrodalga fırında 5 dk‟lık periyotla 2 kere bekletildi. 

Doku kesitleri mikdrodalga fırından çıkartıldıktan sonra oda sıcaklığında 20 dk 

soğumaya bırakıldı. Tekrar 2 defa PBS ile yıkandı. Kesitler immünhistokimya kabına 

konularak 30 dakika Ultra V Block (LabVision marka UltraVision Large Volume 

Detection System Anti-rabbit, HRP) uygulandı. 30 dakika 1/200 oranında 

sulandırılmıĢ primer antikor (Neomarkers marka) Rabbit kaspaz-3 uygulandı. 2 kere 

daha PBS ile yıkandıktan sonra 30 dakika Biotinlated Goat anti-Rabbit (LabVision 

marka UltraVision Large Volume Detection System Anti-rabbit, HRP) sekonder 

antikoru uygulanarak 2 kere PBS ile yıkandı. 30 dk Streptavidin Peroxidase 

(LabVision marka UltraVision Large Volume Detection System Anti-rabbit, HRP) 

uygulanarak, 2 kere PBS ile yıkandı. 20 dk kromojen (LabVision marka AEC 
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Substrat System) karanlıkta dokulara uygulandı. (20ml AEC kromojen + 1 ml AEC 

substrat iyice karıĢtırıldı) Saf su içerisinde çalkalandı. 10 dk Hemalun ile zıt boyama 

yapıldı. 7 dakika çesme suyunda bekletildikten sonra preperatlar kurulanıp kapatıcı 

(ScyTek marka Aqueous Mounting Medium) ile kapatıldı. 

 

Ratların beyin korteks ve siyatik sinirindeki hasara uğramıĢ hücrelerin kaspaz-3 

boyanma yüzdeleri H-score yöntemi ile tespit edildi. Rasgele beĢ alan seçilerek 

boyanma derecesi skorlaması yapıldı. Skoru en yüksek olan alan tespit edildi. Her 

grup içinde, her X40 büyütme alanında en az 100 hücre iĢaretlendi. Kesitlerde, 

boyanan hücrelerin yüzdesi boyanma derecesinin kriteri olarak alındı. Semikantitatif 

bir yöntem kullanılarak skorlama yapıldı. Boyanma derecesine göre Ģu Ģekilde 

sınıflandı: boyanma yok (0), zayıf boyanma (+1), orta boyanma (+2), güçlü boyanma 

(+3). Her kesit için immünohistokimyasal boyanma skorlaması, H-SCORE adı 

verilen ve (I x PC), (I: boyanmanın derecesi, PC: her derecede boyanan hücrelerin 

yüzdesi) formülüyle hesaplanan bir skorlama algoritması kullanılarak yapıldı. 

 

H Score= (3 x güçlü boyanan çekirdek yüzdesi) + (2 x orta derecede boyanan 

çekirdek yüzdesi + (1X zayıf boyanan çekirdek yüzdesi) 

 

3.4.3. Toluidine mavisi boyama ve prosedürü 

Toluidine mavisi ile boyama myelinizasyonu göstermek için kullanılmaktadır. 

Yapılan boyamada periferik sinir hücrelerinin etrafındaki Schwan hücrelerinin 

varlığı myelinizasyonu göstermektedir.  

 

Preparatlara toluidine mavisi ile boyama için aĢağıdaki iĢlemler uygulandı. 

 

Kimyasallar                                                          Süre 

Ksilol                                                                     3 dk 

Ksilol                                                                     4 dk 

%100‟lük alkol                                                     15-20 sn 

%80‟lik alkol                                                        15-20 sn 

Distile su                                                               3,5 dk 
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Toluidine blue (Sigma-Aldrich)                           5 dk 

Akar su altında yıkama                                         1 dk 

%80‟lik alkol                                                        15-20 saniye 

%100‟lük alkol                                                     15-20 saniye 

Ksilol                                                                     4 dk 

Ksilol                                                                     4 dk 

Entellan ile kapatma 

 

3.4.4. Hematoksilen-Eozin boyama ve prosedürü 

Histolojik incelemede beyin korteksini ve periferik sinir olarak da siyatik siniri 

inceledik. Hematoksilen-eozin boyama ile Schwan hücrelerini ve akson hasarını 

değerlendirdik. 

 

Parafini eriyen preparatlara aĢağıdaki iĢlemler uygulandı. 

 

Kimyasallar                                                          Süre 

Ksilol                                                                     3 dk 

Ksilol                                                                     4 dk 

%100‟lük alkol                                                     15-20 sn 

%80‟lik alkol                                                        15-20 sn 

Distile su                                                               3,5 dk 

Harris‟ Hematoksilen (Merck)                              3 dk 

Akar su altında yıkama                                          1 dk 

Eozin (Sigma-aldrich)                                           1 dk 

%80‟lik alkol                                                        15-20 saniye 

%100‟lük alkol                                                     15-20 saniye 

Ksilol                                                                     4 dk 

Ksilol                                                                     4 dk 

Entellan ile kapatma 

 

Histopatolojik iyileĢmeyi 0-3 arası modifiye bir skala ile değerlendirdik. Kesitleri; 

dört dereceli skorlama yaparak histopatolojik iyileĢme de ele alınan Schwann hücre 
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yoğunluğu, akson hasar düzeyi ve miyelinizasyon için aĢağıdaki parametreler ile 0 ve 

3 puan arasında değerlendirdik. Buna göre: 

 

0: Yok 

1: Minimal düzeyde 

2: Orta düzeyde  

3: Ġleri düzeyde 

 

3.5. ĠSTATĠKSEL ANALĠZ 

 

Ġstatistiksel analizler için NCSS (Number Cruncher Statistical System) 2007 

(Kaysville, Utah, USA) programı kullanıldı. ÇalıĢma verileri değerlendirilirken 

tanımlayıcı istatistiksel metodlar (ortalama, standart sapma, medyan, birinci 

çeyreklik, üçüncü çeyreklik, frekans, yüzde) kullanıldı. Nicel verilerin normal 

dağılıma uygunlukları Shapiro-Wilk testi ve grafiksel incelemeler ile sınandı. 

Normal dağılım gösteren nicel değiĢkenlerin ikiden fazla grup arası 

karĢılaĢtırmalarında tek yönlü varyans analizi ve Bonferroni düzeltmeli ikili 

değerlendirmeler kullanıldı. Normal dağılım göstermeyen nicel değiĢkenlerin ikiden 

fazla grup arası karĢılaĢtırmalarında Kruskal-Wallis test ve Mann Whitney U test 

kullanıldı. Ġstatistiksel anlamlılık p<0,05 olarak kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

Grupların rat ağırlıkları arasında anlamlı farklılık saptanmamıĢtır (p>0,05) (Tablo 3). 

Ortalama rat ağrılıkları 354,62±27,14 gramdır.  

 

Tablo 3. Rat ağrılıklarının gruplara göre dağılımı 

 n 

Rat ağırlığı (gr) p 

Ort±SD Median Min-Mak 

SHAM 6 350,83±26,91 360,0 300-375 0,846 

AMANTADĠN 6 345,00±33,46 350,0 290-380  

I/R 6 365,83±30,79 361,0 323-416  

I/R-AMAN 6 356,83±17,63 356,0 339-380  

Total 24 354,62±27,14 357,5 290-416  
a
Kruskal-Wallis Test  

 

 

Ratların APO A1, BNP ve NSE değerleri Tablo 4‟te verilmiĢtir.  Gruplar arasında 

Apo A1, BNP ve NSE değerleri istatistiksel olarak benzer bulundu. (p>0,05) (Tablo 

4).  

 

Tablo 4. Elisa Testi sonuçlarının dağılımı 

 SHAM AMANTADĠN I-R I-R/A p 

APO A1 

(ug/mL) 

Medyan 

(Q1-Q3) 

1,0 (0,8-1,4) 1,8 (1,3-2,1) 1,6 (1,2-3,9)  1,7 (1,2-2,1) a0,221 

Ort±Ss 1,07±0,51 2,19±1,39 2,17±1,48 1,70±0,84 

BNP 

(ng/L) 

Medyan 

(Q1-Q3) 

22,2 (17,8-

26,6) 

21,8 (18,9-32,8) 18,4 (16,2-21,1) 24,8 (21-26,2) a0,299 

Ort±Ss 23,11±6,19 25,23±8,58 19,21±4,23 25,07±4,39 

NSE 

(ng/mL) 

Medyan 

(Q1-Q3) 

3,3 (2,9-4,5) 3,7 (2,8-4,4) 3,9 (3,4-4,4) 3,3 (3,0-4,2) b0,690 

Ort±Ss 3,69±1,04 3,74±0,90 3,93±1,04 3,25±1,06 

a
Kruskal-Wallis Test  

b
One Way Anova Test  
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Histopatolojik değerlendirmeye göre bakıldığında Grup S‟deki Schwan hücre 

dağılımına bakıldığında 5 ratın orta düzey ve 1 ratın ileri düzeyde olduğu görüldü. 

Grup A‟da ise 4 ratın orta düzey ve 2 ratın ileri düzeyde olduğu görüldü. Grup I-R‟de 

3 rat yok ve 3 ratta minimal düzeyde olduğu görüldü. Grup I-R/A‟da ise 4 ratta 

minimal düzey ve 2 ratta orta düzey olduğu görüldü (Tablo 5). Bu bulgular 

değerlendirildiğinde ratların Schwan hücre sayısı, gruplara göre istatistiksel anlamlı 

farklılık göstermektedir (p=0,001; p<0,01) (Tablo 5). Bu farklılığı belirlemek için 

yaptığımız ikili karĢılaĢtırmalara göre I-R ve I-R/A grubunda Schwan hücre sayısı 

Grup S‟ye göre anlamlı derecede düĢük saptanmıĢtır (p=0,002; p=0,018) (Tablo 5 ve 

6). Grup A‟da Schwan hücre sayısı yine I-R ve I-R/A gruplarına göre istatistiksel 

olarak anlamlı düzeyde yüksek saptanmıĢtır (p=0,003; p=0,014) (Tablo 5 ve 6). I-

R/A grubunda Schwan hücre sayısı I-R grubuna göre anlamlı düzeyde yüksek olarak 

saptanmıĢtır (p=0,030) (Tablo 5 ve 6). 

 

 

ġekil 6. Schwan hücre sayısındaki değiĢikliklerin gruplara göre dağılımı 

Akson hasarı değerlendirmesinde Grup S ve Grup A‟da 4 ratta hasar yok ve 2 ratta 

minimal düzeyde olduğu görüldü. Grup I-R‟de ise 3 ratta orta düzey ve 3 ratta ileri 

düzey hasar olduğu görüldü. Grup I-R/A‟da 2 rat da hasar yok, 3 ratta minimal düzey 

ve 1 ratta orta düzey hasar olduğu görüldü (Tablo 5). Ratların akson hasarı 

değerlendirildiğinde, gruplara göre istatistiksel olarak anlamlı farklılık 
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göstermektedir (p=0,002; p<0,01) (Tablo 5). Farklılığı belirlemek amacıyla yapılan 

ikili karĢılaĢtırmalara göre, Grup S ve A‟da ratlardaki akson hasarı, I-R grubu 

ratlardakilere göre istatistiksel olarak anlamlı düzeyde düĢük saptanmıĢtır (p=0,003 

ve p=0,003) (Tablo 5 ve 6). Grup I-R/A‟deki ratların akson hasarı Grup I-R‟ye göre 

istatistiksel olarak anlamlı düzeyde düĢük saptanmıĢtır (p=0,006) (Tablo 5 ve 6). 

Diğer gruplar arası karĢılaĢtırmalarda anlamlı fark saptanmamıĢtır (p>0,05) (Tablo 5 

ve 6).  

 

 

ġekil 7. Akson hasarı artıĢının gruplara göre dağılımı 

Miyelinizasyon hasarı düzeylerine bakıldığında Grup S‟de 2 ratta minimal düzey, 3 

ratta orta düzey ve 1 ratta ileri düzey olduğu görüldü. Grup A‟da 1 ratta minimal 

düzey ve 5 ratta orta düzey olduğu görüldü. Grup I-R‟de 2 ratta yok ve 4 ratta 

minimal düzey olduğu görüldü. Grup I-R/A‟da ise 5 ratta minimal düzey ve 1 ratta 

orta düzey olduğu görüldü (Tablo 5). Ratların miyelinizasyon değerleri, gruplara 

göre istatistiksel olarak anlamlı farklılık göstermektedir (p=0,007; p<0,01) (Tablo 5). 

Farklılığı belirlemek amacıyla yapılan ikili karĢılaĢtırmalara göre, Grup I-R‟nin 

miyelinizasyon değeri, Grup S ve Grup A‟ya göre istatistiksel olarak anlamlı 

düzeyde düĢük saptanmıĢtır (p=0,016; p=0,006; p=0,027) (Tablo 5 ve 6).  Grup 

A‟nın miyelinizasyon değerleri de Grup I-R/A‟ya göre anlamlı düzeyde yüksek 

saptanmıĢtır (p=0,027) (Tablo 5 ve 6). Diğer gruplar arası karĢılaĢtırmalarda anlamlı 

fark saptanmamıĢtır (p>0,05) (Tablo 5 ve 6).  
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ġekil 8. Miyelinizasyon değerlerinin gruplara göre dağılımı 

Ratların siyatik sinir kaspaz-3 değerleri, gruplara göre istatistiksel olarak anlamlı 

farklılık göstermektedir (p=0,001; p<0,01) (Tablo 5). Farklılığı belirlemek amacıyla 

yapılan ikili karĢılaĢtırmalara göre, Grup S‟de siyatik sinir kaspaz-3 değeri, I-R ve I-

R/A gruplarına göre istatistiksel olarak anlamlı düzeyde düĢük saptanmıĢtır 

(p=0,004; p=0,004; p<0,01) (Tablo 5 ve 6). Grup A‟nın siyatik sinir kaspaz-3 değeri 

Grup I-R ve Grup I-R/A‟dan anlamlı düzeyde düĢük saptanmıĢtır (p=0,004; p=0,004; 

p<0,01) (Tablo 5 ve 6).  Grup I-R/A‟nın siyatik sinir kaspaz-3 değeri Grup I-R‟den 

anlamlı düzeyde düĢük saptanmıĢtır (p=0,004; p<0,01) (Tablo 5 ve 6). Grup S ve 

Grup A arasında anlamlı farklılık saptanmamıĢtır (p>0,05) (Tablo 5 ve 6). 
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ġekil 9. Siyatik sinir kaspaz-3 değerlerinin gruplara göre dağılımı 

Ratların beyin korteksi kaspaz-3 değerleri, gruplara göre istatistiksel olarak anlamlı 

farklılık göstermektedir (p=0,001; p<0,01)(Tablo 5). Farklılığı belirlemek amacıyla 

yapılan ikili karĢılaĢtırmalara göre, Grup S‟nin beyin korteksi kaspaz-3 değeri, Grup 

A, Grup I-R ve Grup I-R/A‟ya göre istatistiksel olarak anlamlı düzeyde düĢük 

saptanmıĢtır (p=0,003; p=0,003; p=0,003; p<0,01) (Tablo 5 ve 6). Grup A‟da beyin 

korteks kaspaz-3 değeri Grup I-R ve Grup I-R/A‟dan anlamlı düzeyde düĢük 

saptanmıĢtır (p=0,004; p=0,004; p<0,01) (Tablo 5 ve 6). Grup I-R/A‟da beyin 

korteks kaspaz-3 değeri Grup I-R‟den anlamlı düzeyde düĢük saptanmıĢtır (p=0,004; 

p<0,01) (Tablo 5 ve 6).  
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ġekil 10. Beyin korteksi kaspaz-3 değerlerinin gruplara göre dağılımı 
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Tablo 5. Histopatolojik değiĢiklerin değerlendirmeleri 

 SHAM  AMANTADĠN  I-R  I-R/AMAN  p 

Schwan 

hücre sayısı 

0 0 (0,0) 0 (0,0) 3 (50,0) 0 (0,0)  

1 0 (0,0) 0 (0,0) 3 (50,0) 4 (66,7) 

2 5 (83,3) 4 (66,7) 0 (0,0) 2 (33,3) 

3 1 (16,7) 2 (33,3) 0 (0,0) 0 (0,0) 

Medyan(Q1-Q3) 2 (2-2) 2 (2-3) 0,5 (0-1) 1 (1-2) a0,001*

* Ort±Ss 2,20±0,40 2,30±0,50 0,50±0,50 1,30±0,50 

Akson hasarı 0 4 (66,7) 4 (66,7) 0 (0,0) 2 (33,3)  

1 2 (33,3) 2 (33,3) 0 (0,0) 3 (50,0) 

2 0 (0,0) 0 (0,0) 3 (50,0) 1 (16,7) 

3 0 (0,0) 0 (0,0) 3 (50,0) 0 (0,0) 

Medyan(Q1-Q3) 0,0 (0-1) 0 (0-1) 2,5 (2-3) 1 (0-1) a0,002*

* Ort±Ss 0,30±0,50 0,30±0,50 2,50±0,50 0,80±0,80 

Miyelinizasyo

n 

0 0 (0,0) 0 (0,0) 2 (33,3) 0 (0,0)  

1 2 (33,3) 1 (16,7) 4 (66,7) 5 (83,3) 

2 3 (50,0) 5 (83,3) 0 (0,0) 1 (16,7) 

3 1 (16,7) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 

Medyan(Q1-Q3) 2 (1-2) 2 (2-2) 1 (0-1) 1 (1-1) a0,007*

* Ort±Ss 1,80±0,80 1,80±0,40 0,70±0,50 1,20±0,40 

Kaspaz-3 

Siyatik Sinir 

Medyan(Q1-Q3) 6 (5-7) 7 (6-8) 24 (23-25) 11,5 (11-12) a0,001*

* Ort±Ss 6,00±0,90 7,00±0,90 25,00±3,60 11,80±1,70 

Kaspaz-3 

Beyin 

Korteks 

Medyan(Q1-Q3) 2,5 (2-3) 6 (5-7) 32 (30-33) 12,5 (12-14) a0,001*

* Ort±Ss 
2,50±0,50 6,20±1,20 32,30±3,70 12,80±1,00 

a
Kruskal-Wallis Test  **p<0,01 
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Tablo 6. Histopatolojik değiĢiklerin Post Hoc değerlendirme Sonuçları 

 

Schwan 

hücre sayısı 

artıĢı 

Akson 

hasarı 
Miyelinizasyon 

Kaspaz-3 

Siyatik 

Sinir 

Kaspaz-3 

Beyin 

Korteks 

SHAM ile 

AMANTADĠN  
0,523 1,000 0,923 0,096 0,003** 

SHAM ile I/R  0,002** 0,003** 0,016* 0,004** 0,003** 

SHAM ile I/R-AMAN  0,018* 0,212 0,083 0,004** 0,003** 

AMANTADĠN ile I/R  0,003** 0,003** 0,006** 0,004** 0,004** 

AMANTADĠN ile 

I/R-AMAN  
0,014* 0,212 0,027* 0,004** 0,004** 

I/R ile I/R-AMAN  0,030* 0,006** 0,092 0,004** 0,004** 

Mann Whitney U test   *p<0,05   **p<0,01 

 

Siyatik sinir dokusunun hemotoksilen-eozin boyaması Resim 6 de görülmektedir. 

Grup S ve Grup A‟da siyatik sinir yapısı bütünlük göstermektedir. Grup I-R‟de 

siyatik sinir bütünlüğü bozulmuĢ ve sinir hücreleri arasındaki mesafe artmıĢtır, 

hasarlı sinir hücre sayısı ve akson hasarı artmıĢtır ayrıca gruplar içerisinde en fazla 

hasar da bu grupta görülmektedir. Grup I-R/A‟da ise Grup I-R‟ye göre sinir dokusu 

bütünlüğü düzelmeye baĢlamıĢtır, ayrıca hasarlı sinir hücresi sayısının da ciddi 

derecede az olduğu görülmektedir. Grup S ve Grup A‟da hasarlı sinir hücresi sayısı 

oldukça azdır ve Schwan hücre sayısı diğer gruplara göre belirgin Ģekilde fazladır 

(Resim 6). 
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Kırmızı ok: Schwan hücresi, Siyah ok: hasarlı sinir hücresi ve aksonları göstermektedir. 

Resim 6. Grup S, A, I-R ve I-R/A‟ya ait siyatik sinir hematoksilen-eozin 

preparatları, 200X 50 scala bar. 

Hematoksilen-eozin boyama ile değerlendirilen beyin korteksinde Grup S ve Grup 

A‟da sağlıklı nöronlar göze çarpmaktadır, Grup A‟da belirgin kan damarları göze 

çarpmaktadır. Grup I-R‟de ise yoğun kanama alanları ve hasarlı nöronlar saptandı. 

Grup I-R/A‟da kanama alanları ve hasarlı nöronların sayısının Grup I-R/A‟ya göre az 

olduğu saptandı. (Resim 7) 
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Kırmızı ok: Sağlıklı nöron, kırmızı yıldız:kan damarı, sarı ok: kanama alanları, siyah ok: hasarlı nöronlar. 

Resim 7. Grup S, Grup A, Grup I-R ve Grup I-R/A‟ya ait beyin korteks bölgesi 

Hematoksilen-eozin preparatları karĢılaĢtırılması. 200X ve 50 scala bar. 

Toluidine mavisi ile boyamada grupların Schwan hücre dağılımları resim 8‟de 

görülmektedir. Grup I-R‟de Schwan hücreleri Grup S‟ye göre oldukça az sayıda 

saptandı. Grup I-R/A da ise Schwan hücre sayıları Grup S‟ye göre az olsa da Grup I-

R‟ye göre fazla olduğu saptandı (Resim 8). 
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Kırmızı ok: Schwan hücreleri 

Resim 8. ÇalıĢma gruplarının Toluidine blue preparatları,400x büyütme 50 scala bar. 

Siyatik sinirin kaspaz-3 ile boyaması Resim 9 „da görülmektedir. Kaspaz -3 boyanma 

yoğunluğunun Grup I-R‟de en fazla olduğu saptandı. Grup I-R/A‟da ise kaspaz-3 

boyanma yoğunluğunun Grup I-R‟ye göre daha az olduğu saptandı. Boyanma 

yoğunluğu en az olan Grup S, daha sonra Grup A olduğu saptandı. Grup A ile Grup 

S‟nin yoğunluğunun birbirine yakın olduğu saptandı (Resim 9). 
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Resim 9. Sham, Amantadin, I-R VE I-R/A gruplarına ait siyatik sinir kaspaz-3 IHC 

boyanması karĢılaĢtırılmakta. 200X büyütme 50 scala bar. 

Ratların beyin korteksi immunohistokimyasal olarak boyanıp değerlendirildiğinde ise 

kaspaz-3 yoğunluğu en fazla olan, dolayısı ile nöronları en fazla hasar gören grubun 

Grup I-R olduğu saptandı (Resim 10).  Grup I-R/A‟da ise kaspaz-3 boyanma 

yoğunluğunun Grup I-R‟ye göre daha az olduğu saptandı. Boyanma yoğunluğu en az 

olan yani, nöron hasarı en az olan ise Grup S ve daha sonra Grup A olduğu saptandı 

(Resim 10). 
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Resim 10. Sham, Amantadin, I-R VE I-R/A gruplarına ait beyin korteksinin kaspaz-

3 IHC boyanması karĢılaĢtırılmakta. 200X büyütme 50 scala bar. 
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5. TARTIġMA VE SONUÇ 

 

ÇalıĢmamızda ratlarda alt ekstremite Ġ-R uygulaması sonrasında santral ve periferik 

sinirlerde Schwan hücre sayısında azalma, miyelinizasyon ve akson hasarı oluĢtuğu 

saptandı. Ġ-R uygulaması öncesi amantadin uygulanan ratlarda ise Schwan hücre 

sayısında azalmanın hafiflediği, myelinizasyon hasarı ve akson hasarının azaldığı 

saptandı. Bu bulgular amantadin ile Ġ-R uygulamasının sinirlerde oluĢturduğu hasarın 

iyileĢtiğini düĢündürmektedir.  

 

Travmatik beyin hasarı ve nörolojik hastalıkların hem tanısında hem de tedavisinin 

takibinde biyobelirteçlerin kullanımı önemli yer tutmaktadır (Mrozek et al. 2014) 

Apo A1 negatif inflamatuar bir biyobelirteçtir ve beyin omurilik sıvısında bol 

miktarda bulunmaktadır (Bazarian et al. 2013, Sengupta et al. 2016) Nöronal hasar 

mevcudiyetinde Apo A1 aktin polimerizasyonunu, myelinizasyon ve 

remyelinizasyonu aktive ederek ve nöronal hasardan sonraki inflamatuar yanıtları 

baskılayarak etki göstermektedir (Sengupta et al. 2016). Bazarian ve arkadaĢları 

(2013) travmatik beyin hasarı geliĢmiĢ hastalarda kontrol grubu hastalara göre Apo 

A1 düzeylerinin daha düĢük saptandığını raporlamıĢlardır. Travmatik spinal kord 

hasarında Apo A1 ve HDL düzeylerinin düĢtüğü bildirilmiĢtir (Maimoun et al. 2004). 

Ġnflamatuar süreçte TNF- α ve IL-6 bir akut faz proteini olan serum amiloid A‟nın 

üretimini artırmaktadır (Cabana et al. 1989). Serum amiloid A ile HDL‟nin güçlü bir 

etkileĢimi vardır. Ġnflamasyon durumunda Apo A1, Serum amiloid A uyarısı ile HDL 

nin yapısından ayrılır ve düzeyi azalır (Cabana et al. 1989). Bu olaylar travmatik 

kord hasarından sonra Apo A1 seviyesindeki değiĢimi özetlemektedir.  Bizim 

çalıĢmamızda ortalama Apo A1 düzeyleri Ġ-R hasarında en yüksek olarak bulunurken 

amantadin uygulaması ile kontrol grubundan daha yüksek olsa da Ġ-R hasarı olan 

gruptan daha düĢük ortalama Apo A1 düzeyleri bulundu. Bununla birlikte tüm bu 

değiĢiklikler istatiksel olarak anlamlı değildi.  
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BNP, natriüretik hormonlardan biri olarak sınıflandırılan peptid yapılı bir bileĢiktir. 

BNP, sodyum atılımını indükleyerek güçlü bir natriüretik, diüretik ve vazodilatör 

görevi görür ve böylece sodyum ile su homeostazının ve kan basıncının 

düzenlenmesine katkıda bulunur. (DeVito 2014, Hodes and Lichtstein 2014) Bu 

sistemik etkilere ek olarak serebral kan akımını düĢürücü etkisi vardır ve akut beyin 

hasarı durumunda plazmada seviyeleri yükselir (Sviri et al. 2006). Yapılan 

çalıĢmalarda BNP'nin, hasar durumunda beynin tepkisine yönelik endojen bir 

mekanizmanın parçası olduğu sonucuna varılmıĢtır. Böylece plazma BNP seviyeleri 

inme hastalarında olayın ciddiyetini belirlemede ve klinik takibinde kullanılabilir 

(Gonick ve Buckalew 2015). Yüksek BNP seviyeleri, travma ve inme hastalarında 

kötü bir klinikle iliĢkilidir ve akut iskemik inmenin ciddiyetini ve enfarktüs alanının 

geniĢliğini yansıtan yararlı bir biyobelirteç olabilir (Sviri et al. 2006, Montaner et al. 

2012). Modrego ve arkadaĢları yaptıkları çalıĢmada plazma BNP seviyelerinin 

iskemik veya hemorojik beyin ödemi patafizyolojisi ile iliĢkili olduğunu 

bulmuĢlardır (Modrego et al. 2008). Abdel-Rahman ve arkadaĢları (2020) yaptıkları 

deneysel beyin Ġ-R modelinde safran‟ın nöroprotektif etkisini değerlendirmiĢ ve BNP 

değerlerinin Ġ-R grubunda yüksek olup, safran verilen ratlarda daha düĢük olduğunu 

görmüĢlerdir. BNP seviyelerinin düĢük olması ile de safranın nöroproteksiyon 

sağladığı sonucuna varmıĢlardır. Deneysel subaraknoid kanama (SAK) modelinde 

12. saat BNP düzeyleri kontrol grubu ve SAK grubundaki ratlarda benzer olarak 

kaydedilmiĢtir (Kojima et al. 2005)  Lee ve arkadaĢları travmatik beyin hasarının 

kalp üzerine etkilerini araĢtırdıkları deneysel çalıĢmalarında hem kontrol grubunda 

hem de travmatik beyin hasarı oluĢturulan grupta 1, 4, 7 ve 14. günlerde BNP 

düzeylerinin benzer olduğunu raporlamıĢlardır. (Lee et al. 2020). Bizim 

çalıĢmamızda ortalama BNP düzeyleri Ġ-R hasarında en düĢük olarak bulunurken 

amantadin uygulaması Ġ-R hasarı olan gruptan daha yüksek bulundu. Bununla 

birlikte tüm bu değiĢkenler anlamlı değildi. 

 

NSE, santral ve periferik nöronlardaki glikolitik enolaz izoenziminden biridir. NSE, 

iskemi, hipoksi, çeĢitli metabolik, inflamatuar, proliferatif, otoimmün ve 

nörodejeneratif hastalıklarla iliĢkilendirilmiĢtir (Bae et al. 2012, Hafner et al. 2012, 

Sawhney et al. 2015). Nöronal bir hücre hasarlandığında NSE yapısı bozulmuĢ olan 
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hücre zarından geçerek ekstraselüler alana geçer. Normal Ģartlarda BOS‟ta ve 

plazmada düĢük seviyelerde bulunan NSE düzeyi serebrovasküler olaylarda artar 

(Hay et al. 1984, Steinberg et al. 1984). Serebrovasküler olay sonrasında BOS 

örneklemek pratik bir yöntem olmayacağından plazma NSE seviyesi ölçümünün 

daha pratik bir yöntem olduğu kabul edilmiĢtir (Cunningham et al. 1991). Ġskemik 

inme hastalarında serebral nöronal hasarın ilk haftalarında plazma NSE düzeylerinde 

artıĢ olduğu görülmüĢ ve iskemik serebrovasküler olaylarda iskemik hasarın 

kantitatif bir belirleyicisi olarak kullanılabileceği söylenmiĢtir (Cunningham et al. 

1996, Wunderlich et al. 1999). Cao ve arkadaĢları (2008) spinal kord hasarı 

oluĢturdukları hayvan modelinde NSE değerlerinin plazma ve BOS‟ta yüksek 

saptandığını göstermiĢlerdir. Bizim çalıĢmamızda ortalama NSE düzeyleri Ġ-R 

hasarında en yüksek olarak bulunurken amantadin uygulaması ile Ġ-R hasarı olan 

gruptan daha düĢük bulundu. Bununla birlikte tüm bu değiĢiklikler istatiksel olarak 

anlamlı değildi.  

 

Kan akıĢının iskemik bir dokuya yeniden yönlendirilmesinden kaynaklanan iskemi-

reperfüzyon, hem iskemiye direk maruz kalan organı hem de akciğer, karaciğer, 

bağırsak, kalp ve ince barsak gibi uzak organları içerecek Ģekilde bir hasar meydana 

getirir ki nihayetinde çoklu organ yetmezliğine neden olur. Alt ekstremite Ġ-R 

hasarının uzak organ disfonksiyonlarını indüklediği bilinmektedir (Chang et al. 2016, 

Gökalp ve ark. 2020, Özdemirkan ve ark. 2021) ÇeĢitli alt ekstremite Ġ-R 

modellerinde uzak organ olarak akciğerlerde oluĢan hasar histopatolojik olarak 

kanıtlanmıĢtır (Takhtfooladi et al. 2006, Sun et al. 2007). Kartal ve ark., yaptıkları alt 

ekstremite Ġ-R hasarının karaciğer üzerine olan olumsuz etkilerine 

deksmedetomidinin koruyucu etkilerini araĢtırdıkları çalıĢmalarında; serumda 

karaciğer spesifik biyomarkırların Ġ-R uygulamasından sonra yükseldiğini, 

deksmedetomidin tedavisi ile bu serum biyomarker düzeylerinin anlamlı olarak 

düĢtüğünü saptamıĢlardır. Ġmmunohistokimyasal incelemede kaspaz-3 pozitifliğinin 

Ġ-R hasarı grubunda daha fazla olduğunu, deksmedetomidin uygulanan grupta 

anlamlı Ģekilde kaspaz-3 pozitifliğinin azaldığını raporlamıĢlardır. Yine 

histopatolojik olarak Ġ-R uygulanan grupta oluĢan hasarın deksmedetomidin ile 

azaldığını kanıtlamıĢlardır. Yazarlar bu sonuçları ile alt ekstremite Ġ-R hasarının 
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karaciğer üzerinde olan olumsuz etkilerine karĢı deksmedetomidinin koruyucu etkiye 

sahip olduğunu raporlamıĢlardır (Kartal ve ark. 2021) Chen ve arkadaĢları (2021) 

deneysel spinal kord hasarı modelinde kaspaz-3 düzeylerinin hasara paralel olarak 

yükseldiğini göstermiĢlerdir.  Timokinin ve alfatokoferolün alt ektremite Ġ-R 

hasarının siyatik sinir ve femoral kas üzerine olumsuz etkilerine karĢı 

koruyuculuğunun araĢtırıldığı bir deneysel çalıĢmada, immunhistokimyasal olarak Ġ-

R hasarında kaspaz-3 pozitifliğinin arttığı ve ilaç uygulaması ile kaspaz-3 

pozitifliğinin ve histopatolojik hasarın anlamlı olarak azaldığı bildirilmiĢtir (Erkut ve 

ark. 2016). Karabağ ve Koçarslan yaptıkları deneysel alt ekstremite Ġ-R hasarı 

çalıĢmalarında; Ġ-R sonrasında beyinde oluĢan hasarın timokinin ve silimarin 

uygulanması ile histopatolojik olarak azaldığını ve her iki ilacın da beyin üzerine 

koruyucu etkilerinin olduğunu saptamıĢlardır (Karabağ ve ark. 2020). Bizim 

çalıĢmamızda da Ġ-R sonrasında kaspaz-3 düzeylerinin ve histopatolojik hasarın hem 

beyin dokusunda hem de siyatik sinirde arttığı, amantadin uygulaması ile kaspaz-3 

düzeylerinde ve histopatolojik hasarda azalma tespit edilmiĢtir.  

 

Nöroproteksiyon sağlayan farmakolojik yöntemler ile beyin dokusunda oluĢmuĢ olan 

hasar azaltılabilmektedir, fonksiyonel nörodefisitler iyileĢebilmektedir (Saniova et al. 

2004). Glutamat eksitatör etkili bir nörotransmitterdir ve kafa travmasından hemen 

sonra yüksek düzeylerde ölçülmüĢtür. Travmatik beyin hasarı sonrasında NMDA 

reseptör aktivasyonunun arttığı görülmüĢtür (Yamamoto et al. 1999); ki bu durumun 

nöron harabiyetine katkıda bulunduğu bildirilmiĢtir. NMDA reseptör 

antagonistlerinin bu yolla nöroprotektif etkili olduğu gösterilmiĢtir (McIntosh et al. 

1998). Deneysel çalıĢmalarda NMDA antagonistlerinin, oksidan etkiyi azaltıp 

antioksidan aktiviteyi arttırarak çeĢitli organ ve dokularda Ġ-R hasarına karĢı 

koruyucu etki gösterdikleri gösterilmiĢtir (Camara-Lemarroy et al. 2009, Özdemir ve 

ark. 2013,) Deneysel çalıĢmalarda NMDA reseptör antagonisti olan memantin ve 

ketaminin Ġ-R hasarı sonrasında çeĢitli dokularda oluĢan hasara karĢı koruyucu 

olduğu raporlanmıĢtır (Görgülü ve ark. 2000, Kato and Foex 2002, Lee et al. 2004, 

Himmelseher and Durieux 2005, Li et al. 2018). Deneysel status epileptikus ve 

serebral iskemi modellerinde NMDA reseptörlerine antagonistik etkisiyle ketaminin 

nöroproteksiyon sağladığı raporlanmıĢtır (Fujikawa et al 1995, Hoffman et al. 1992). 
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Erdö ve Schafer yaptıkları rat kortikal hücre kültürü çalıĢmasında memantinin 

NMDA reseptörü antagonistik etkisi ile nöroprotektif olduğunu bildirmiĢlerdir (Erdö 

and Schafer 1991). Chen ve arkadaĢları (1992) yaptıkları çalıĢmada rat kortikal 

nöron ve retinal ganglion hücre kültürlerinde NMDA reseptör iliĢkili nörotoksisite 

oluĢturmuĢlar ve memantinin bu nörotoksik hasarı önlediğini kanıtlamıĢlardır. Kafa 

travmasından sonra ilk saatlerde beyin omurilik sıvısında dopamin seviyeleri 

azalmaktadır (Meythaler et al. 2002); ki bu da uyanmada gecikme ve nörolojik 

defisitle iliĢkilendirilmiĢtir (Napolitano et al. 2005). Dopaminin salınımını arttırarak 

veya re-uptake‟ini inhibe ederek etki gösteren dopaminerjik etkili ilaçlar, retiküler 

aktive edici sistem üzerinde stimüle edici etkiye yol açarak uyanıklık ve dikkati 

sağlamada iyileĢmeye yol açarlar (Cossu 2014). Amantadin hem NMDA reseptör 

antagonist etkiye hem de direk olarak dopaminerjik agonistik etkiye sahiptir ve bu 

özellikleriyle nöroproteksiyon sağlamaktadır (Meythaler et al. 2002, Giacino JT et al 

2012). Deneysel hayvan çalıĢmalarında amantadinin travmatik beyin hasarında 

nöroprotektif etkileri kanıtlanmıĢtır (Wang et al. 2014, Okigbo et al. 2019). Xiao ve 

arkadaĢları (2017) yaptıkları deneysel modelde amantadinin hipokampal kesitlerde 

kortikosteron ile indüklenen CA3-CA1 yolağının anormal glutamaterjik sinaptik 

iletiminde oksidatif stresi azalttığı ve bunu antioksidan özellikteki enzim 

aktivitelerini düzenleyerek yaptığı ve böylece nöroprotektif etki oluĢturduğunu 

bildirmiĢlerdir. Amantadinin bu etkiyi hücre içine Ca
+2

 giriĢini azaltarak ve 

apopitozisi önleyerek yaptığını öne sürmüĢlerdir. Lustig ve arkadaĢları (1992) ise 

yaptıkları benzer bir çalıĢmada rat kortikal nöron hücre kültüründe amantadinin 

NMDA reseptör iliĢkili nöroprotektif etkisini göstermiĢlerdir. Doğan ve Karaca 

deneysel spinal kord hasarı oluĢturdukları ratlar üzerinde yaptıkları çalıĢmalarında 

amantadinin spinal kod hasarında oksidatif stres cevabı azaltarak, anjiyogenezi 

indükleyerek, inflamasyonu ve apoptozisi etkileyerek nöroprotektif etkiye sahip 

olabileceğini bildirmiĢlerdir (Doğan ve Karaca 2020). KarĢıt olarak, serebral Ġ-R 

hasarı oluĢturulan baĢka bir deneysel çalıĢmada ise amantadinin akut dönemde 

apoptozis üzerine etkisinin olmadığı kaydedilmiĢtir (Gündüz ve ark. 2021). Orhan ve 

arkadaĢları (2021) yaptıkları deneysel alt ekstremite Ġ-R modelinde uzak organ 

olarak akciğerlerde oluĢan hasarın amantadin uygulaması ile histopatolojik olarak 

düzeldiğini bildirmiĢlerdir. Bizim çalıĢmamızda alt ekstremiteye Ġ-R uygulandıktan 
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sonra santral ve periferik sinir hücrelerinde hasar oluĢtuğu immunohistokimyasal ve 

histopatolojik olarak gösterildi. Amantadin tedavisi ile oluĢan bu hasarın 

immunohistokimyasal ve histopatolojik olarak azaldığının gösterilmesi bize 

amantadinin nöroprotektif etkinliğini düĢündürmektedir.  

 

Ġnfrarenal abdominal aortaya klemp konularak oluĢturduğumuz 240 dakikalık alt 

ekstremite Ġ-R hasarı modelinde; beyin ve siyatik sinir hücrelerinin alt ekstremite Ġ-R 

hasarında immunohistokimyasal ve histopatolojik olarak olumsuz etkilendiği Schwan 

hücre sayısında azalma, myelinizasyon ve akson hasarı ile saptandı. OluĢan hasar 

45mg/kg dozda uygulanan amantadin ile azalmaktadır. Sonuç olarak bir NMDA 

reseptör antagonisti ve dopamin reseptörlerine agonistik etkili olan amantadin alt 

ekstremite Ġ-R hasarının santral ve periferik sinir sistemi hücrelerine olan olumsuz 

etkilerine karĢı nöroprotektif özellik göstermektedir.   
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