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OZET
GIRIS VE AMAC: Alt ekstremite I-R hasarinda hem iskemik kalan dokuda lokal
hasar hem de iskemik kalan alanin disindaki bolgelerde uzak organ hasar1 ortaya
cikabilmektedir. Alt ekstremite I-R hasari modelinin santral ve periferik sinir
hiicrelerine olumsuz etkilerine karsi amantadinin noroprotektif etkisine dair bir
calisma yapilmamustir. Calismamizda ratlarda olusturulan alt ekstremite I-R
hasarmin santral ve periferik sinir sistemindeki olumsuz etkilerine karsi, 45 mg/kg
dozunda amantadinin koruyucu etkisinin biyokimyasal ve histopatolojik olarak

gosterilmesi amaglanmaistir.

GEREC VE YONTEM: Etik kurul onay1 alindiktan sonra 24 adet rat rastgele
6’sarl1 dort gruba ayrilmistir. Intraperitoneal yolla anestezi uygulandiktan sonra;
Grup S’ye sadece orta abdominal insizyon yapildi. Grup A’ya 45mg/kg amantadin
uygulandi ve orta abdominal insizyon yapildi. Grup I-R’ye orta abdominal insizyon
sonrasi infrarenal abdominal aorta klemplenerek 120 dakika iskemi ve 120 dakika
reperfiizyon yapildi. Grup I-R/A’ya amantadin verilip I-R uyguland:. 4 saat sonunda
ratlardan alman kan, beyin ve siyatik sinir doku Ornekleri biyokimyasal,

histopatolojik ve immunohistokimyasal olarak incelendi.

BULGULAR: Gruplar arasinda Apolipoprotein Al, beyin natriiiretik peptid ve
ndron spesifik enolaz diizeyleri istatistiksel olarak benzerdi. Histopatolojik olarak
Schwan hiicre sayisi, akson hasar1 ve miyelinizasyon hasar1 degerlendirildiginde,
istatistiksel anlamli olarak Grup I-R’de Grup S’ye gore hasarin daha fazla oldugu ve
Grup I-R/A’da ise hasarin azaldig saptandi. Immunhistokimyasal degerlendirmede
de kaspaz-3 boyanma istatistiksel olarak Grup I-R’de Grup S’ye gore fazla, Grup I-
R/A da ise Grup I-R’den az oldugu goriildii.

SONUC: Sonug olarak amantadin alt ekstremite I-R hasarinin santral ve periferik
sinir sistemi hiicrelerine olan olumsuz etkilerine karsi noroprotektif ozellik

gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Alt ekstremite iskemi-reperfiizyon hasari, amantadin,

immunhistokimyasal inceleme, noroproteksiyon, rat

Xi






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 Al, 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

Xiii



1. GIRIS VE AMAC

Iskemi; doku ve organlarin ihtiyaglarmin dolasim tarafindan karsilanamamasi, hiicre
depolarinin tiikkenmesi ve toksik maddelerin birikimiyle olusan hasardir. Iskemi
sirasinda doku hipokside kalir ve hipoksik hasara ugrar (Ozan E ve ark 2004).
Hasarin 6nlenebilmesi i¢in dokunun tekrar kanlanmasi gereklidir. Buna reperfiizyon
denir. Ancak reperflizyon saglanmasi, iskemi nedeniyle olusan doku hasarindan daha
fazla ve hatta daha ciddi hasara sebep olur (Zimmerman and Granger 1992,
Montalvo-Jave et al 2008). Reperfiizyon ile yeniden oksijenlenen dokuda serbest
oksijen radikalleri (SOR) olusur. Olusan SOR ve inflamatuar mediatorlerin etkisiyle

lokal ve sistemik hasar olusumu baslar (Prem et al. 1999, Klausner et al. 1989)

Iskemi-reperfiizyon (I-R) hasari; serebrovaskiiler enfarkt, miyokard enfarktiisii,
organ transplantasyonlari, hemorajik sok, trombolitik tedavi, kardiyo-pulmoner
resiisitasyon yapilmasi gibi bircok durumda ortaya cikmaktadir ve yiiksek
morbidite/mortalite ile seyrettigi bilinmektedir. Dokuya giden kan akisinin ve oksijen
sunumunun azalmasi ile baslayan hasar, dokular reperfiize oldugunda yeniden

oksijenasyon saglanmasi ile artarak devam eder.

Iskemi reperfiizyon hasarinda hem iskemik kalan dokuda (lokal hasar) hem de
iskemik dokunun disindaki bolgelerde (uzak organ hasari) hasar olabilmektedir.
Uzak organ hasarina neden olan mediyatorler direkt olarak iskemik dokudan
kaynaklanabilecegi gibi dolasimdaki aktive l6kositler ve inflamatuar mediyatorlerden

de kaynaklanabilir.

Iskemi-reperfiizyon hasarinin cesitli doku ve organlar {izerinde meydana getirdigi
etkiler ortaya konulmustur. Alt ekstremite I-R hasar1 olusturulan ratlarda akciger,
karaciger, bobrek, kalp ve ince barsaklarda uzak organ hasarinin olustugu birgok

calisma mevcuttur (Kao et al. 2011, Chang et al. 2016, Gokalp ve ark. 2020,



Ozdemir ve ark. 2021). Hipoksi veya iskemi nedenli olusan beyin hasarinda glutamat
ve diger aktivatorlerin N-Metil D-Aspartat (NMDA) reseptorlerini asir1 uyariminin
neden oldugu disiiniilmektedir. NMDA antagonistlerinin, antioksidan aktiviteyi
arttirarak ve oksidan etkiyi azaltarak I-R hasarina karsi koruyucu etki gosterdikleri
bilinmektedir (Camara-Lemarroy et al. 2009, Ozdemir ve ark. 2013, Ozsiier ve ark.
2005). NMDA reseptdr antagonisti olan memantin ve ketaminin I-R hasar
sonrasinda c¢esitli dokularda olusan hasara karsi koruyucu oldugu gozlenmistir
(Himmelseher and Durieux 2005, Lee et al. 2004, Kato and Foex 2002). Esasen
giinlimiizde antiviral ajan olarak kullanilan amantadin de memantin ve ketamin gibi
NMDA reseptorleri lizerine antagonist etkiye sahiptir. Deneysel ve klinik
calismalarda amantadinin travmatik beyin hasarinda noroprotektif etkileri
kanitlanmistir (Meythaler et al. 2002, Wang et al. 2014, Okigbo et al. 2019, Gao et
al. 2020). Bununla birlikte, amantadinin I-R hasarmin doku ve organlardaki olumsuz
etkilerine kars1 koruyuculugunun gosterildigi ¢alisma siirli sayidadir (Orhan ve ark.
2021). Alt ekstremite I-R hasar1 modelinin santral ve periferik sinir sistemdeki
noronlar ilizerinde meydana getirdigi degisikliklere karsi amantadin kullaniminin

noroprotektif etkisine dair bir ¢alisma yapilmamistir.

Calismamizda bu amaca yonelik olarak, ratlarda olusturulan alt ekstremite I-R
hasarmin santral ve periferik sinir sistemindeki ndronlarda goriilen olumsuz
etkilerine karsi, 45 mg/kg amantadinin koruyucu etkisinin biyokimyasal parametlerle

ve histopatolojik olarak gdsterilmesi amaglanmustir.

Ratlardan alman kan Orneklerinin  biyokimyasal degerlendirmesinde rat
apolipoprotein Al, beyin natriiiretik peptid, néron spesifik enolaz seviyeleri, BT
LAB (Bioassay Technology Laboratory, Zhejiang, China) marka ticari ELISA Kiti

kullanilarak enzim bagli immiinoabsorbent yontemi ile ¢alisildi.

Histopatolojik incelemede doku ornekleri hematoksilen-eozin ve toluidine mavisi
boyanarak 151k mikroskobu altinda incelendi. kaspaz-3  isaretlenerek

immiinohistokimya c¢aligmasi yapildi.






2. GENEL BIiLGILER

2.1. ISKEMi

Organ ve dokulara giden kan akimiin arteryal, venéz veya her ikisinin birlikte
azalmasi1 ya da tamamen kesilmesiyle yetersiz perfiizyonu sonucu oksijensiz kalmasi
iskemi olarak tanimlanir (Jennings and Reimer 1991). iskemi sonucunda hiicrelerin
enerji deposu tiikenir ve bunun sonucunda iskemik kaskat denilen olay zincirleri
baglar. Hipoksik kalan hiicrede, oksidatif fosforilasyon ve mitokondrial elektron
transport kapasitesi giderek azalmaktadir. Adenozin trifosfat (ATP) sentezi durur
ama buna ragmen ATP kullanimi1 ve ATP hidrolizi devam ettigi i¢in olusan adenozin
difosfat (ADP) diizeyi artmaya devam eder (Zimmerman and Granger 1992, Grace
1994). Enerji eksikligi oldugunda dogrudan veya dolayli bir sekilde hiicrenin iyon
dengesi bozulur, bunun sonucunda hidrolazlar aktive olarak yikim baslatir ve hiicre
zar1 gecirgenligi de artar. Bu degisiklikler sirayla meydana gelir. Hipoksik donem ne
kadar uzunsa degisiklikler de o kadar fazla olur. Glikolitik hizda ve ATP
tiikketimindeki artisin sonucunda zarar géren lizozomlardan hidrojen iyonu (H")
serbestlesmesi nedeniyle sitozolik pH dogrudan azalir. Bu olaylarla birlikte hiicre i¢i
iyon dengesi de bozulur. Sitozolik kalsiyum (Ca™®) ve sodyum (Na*)
konsantrasyonlari artar ve sodyum-potasyum ATPaz (Na-K ATPaz) pompasi inhibe
olur. Ca*? konsantrasyonun hiicre icindeki bu artist hidrolazlar1 aktive eder (Sekil-1)
(Kumar et al. 2017).
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Sekil 1. intraselliiler Ca*™®nin toksik etkileri (Kumar et al. 2017)

Na* osmotik basinci arttirarak hiicre icine su ¢eker ve hiicrenin sismesine sebep olur
(Chan et al. 2018). Iskemi sirasinda ATP iiretimi olmadig halde tiiketimi devam
ettiginden adenozin monofosfat (AMP) ve adenozin olusumu da devam eder.
Adenozin, hiicre digina hizla difiize olur ve pargalanarak inozin ve hipoksantini
olusturur. Sonugta, iskemi sirasinda yiliksek enerjili fosfat bilesiklerinin yikimi ile
plirin metabolitleri (6rn: ksantin, hipoksantin) dokuda birikir. Bu ise ksantin

dehidrojenazin (KDH) ksantin oksidaza (KO) doniisiimiine yol agar.

Normal siirecte hipoksantin {irik aside yikilir ve burada elektron alicisi nikotinamid
adenin diniikleotid (NAD")’tir. Ancak iskemi durumunda KDH, KO’ya doniistiigii
i¢in hipoksantinin iirik aside yikimi KO tarafindan gergeklestirilir ve bu tepkimede
elektron alicisi molekiiler O,‘dir (Parks et al. 1988). Bu olaylarin sonucunda
hipoksantin dokuda yiiksek seviyelere c¢ikar. Reperfiizyonla dokuya tekrar oksijen
ulastiginda fazla miktardaki hipoksantinin, KO ile tepkimeye girmesi toksik serbest
radikal olusumuna neden olur (Toyokuni 1999). iskeminin ge¢cmesine ragmen kalict
mitokondri fonksiyon kaybi ve hiicre membran fonksiyonlarinin ileri seviyede
bozulmasi irreversibl hasar gostergesi oldugu bilinmektedir. (Hensley et al. 2000,

Droge 2002) (Sekil 2).
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Sekil 2. Doku oksijenizasyonunda azalmanin yarattigi etkiler (Mc Cance et al. 2013)

Dokularin iskemiye dayanikliligi ve kritik iskemi siireleri birbirlerinden farklidir.
Iskelet kaslar1 (cizgili kaslar) iskemiye uzun siire dayanabilirken sinir hiicrelerinde
ise dakikalar icinde geri doniisii olmayan hasar baglayabilir (Grace 1994, Semenza
2000, Girotti 1998). Kemik ve deri dokular1 iskemiye, iskelet kaslarina gore daha
dayaniklidir. Dokunun iskemiye dayanabildigi ve canliligin1 koruyabildigi

maksimum siire kritik iskemi siiresi olarak adlandirilir. Kritik iskemi stiresi sicakliga,



dokuya ve organa bagli olarak degisiklik gosterir (Gillani et al. 2012). Yaklasik
olarak kritik iskemi siireleri; karaciger ve bobrek i¢in 10-15 dk, beyin dokusunda
yaklasik 5dk ve iskelet kasinda 2,5 saat civarindadir. Iskemi siiresinin uzamasi
bliylik néron hasarlarina ve enfarktiise sebep olabilir. Kritik iskemi siiresinin agilmasi
sonrasinda gerceklesen reperfiizyon, parankimal hasarla sonuclanmaktadir (Tapuria

et al. 2008).

2.2. REPERFUZYON

Organ veya dokuda bozulan kanlanmanin normal hale donmesi reperfiizyon olarak
tamimlanir (Carden and Grander 2000). Ancak, iskemik kalan dokunun yeniden
kanlanmasi durumunda dokuda yalnizca iskemiyle olusan hasara oranla daha ciddi
bir hasarla sonuglanir (Zimmerman and Granger 1992). Reperfiizyonun olumlu
etkileri iskemiye maruz kalan dokuda enerji ihtiyacinin tekrar karsilanmasi ve toksik
metabolitlerin dokudan uzaklastirilmasidir. iskemik hasarin ortadan kaldirilmast icin
reperfiizyon gereklidir. Iskemi kisa siireli ise reperfiizyonun hasar siddeti hafif
olurken, uzun siiren iskemi durumunda geri doniissiiz hasar basladiysa reperfiizyon
hiicrelerin kurtarilmasi i¢in yeterli olmayabilir (Ladipo et al, 2003). Reperfiizyonun
baslamasiyla birlikte inflamatuar yanit da baslar. Bu inflamasyon siirecinde
lenfositler, makrofajlar, trombositler, notrofiller, endotel hiicreleri, parankimal
hiicreler ve kompleman sistemi, koagiilasyon kaskadi, nitrik oksit (NO), reaktif
oksijen radikalleri ve sitokinler olaya dahil olarak mikroperfiizyonu bozar (Buja
2010, Jaeschke 2003). Bu siire¢te meydana gelen serbest radikaller sistemik
dolasima karisarak ¢oklu organ hasarina sebep olur (Zhao et al. 2008, Inan ve ark.
2013). Olusan hasar geri doniisebilir diizeyde ise enerji depolari doldurularak ve
hiicresel dejenerasyon diizeltilerek homeostazis saglanir. Ancak iskeminin neden
oldugundan ¢ok hasara neden olarak, reperflizyonun kendisi de geri doniisiimsiiz
hasara neden olabilir (Collard and Gelman 2001). Iskemiden sonra, dokudaki serbest
radikallerin en biiylik kaynagi KO’dur (Grace 1994, Terzi ve ark. 2000).
Reperfiizyon baslayica dokuya ¢ok miktarda O, molekiilii gelir. Sitozolik Ca*?
iyonu artar ve bununla birlikte KDH enzimi KO’ya doniistir. KDH enzimi indirgeyici

ajan olarak FAD kullanir ve hipoksantini ksantine ¢evirir. Daha sonrasinda ise



ksantini {irik aside cevirir. Ve boylece KO O,’den siiperoksit iyonu (O3’ ve hidrojen
peroksit (H,O;) olusmasina sebep olur (Orrenius et al. 1996, Salvemini and
Cuzzocrea 2002). Proteinler, zar lipidleri, niikleik ve deoksiriboniikleik asitler

reperfiizyon hasarindan en ¢ok etkilenen yapilardir (Wilhelm 1990) (Sekil 3).
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Sekil 3. Hiicre hasarinda serbest oksijen radikallerinin yeri (Kumar et al. 2017)

2.3. ISKEMiI/REPERFUZYON HASARININ FiZYOPATOLOJIiSi

Dokuda iskemi baglamasiyla oksijen a¢igr oldugu icin aerobik metabolizma
anaerobik metabolizmaya doniiserek islevsel bozulmaya neden olur. Aerobik
metabolizma olmadig1 i¢in dokuda ATP rezervleri tiikenmeye baslar. Yeni ATP
tiretimi de hiicreye yetersiz kaldig1 i¢in enerji gerektiren metabolizma olaylar1 devam
edemez (Dick et al. 2008, Bilal ve Sarioglu 1992). Aerobik glikolizde 38 ATP,
anerobik glikolizde ise sadece 2 ATP firetildigi i¢in hipoksi durumunda hiicrede
biiyiik bir ATP acig1 meydana gelir. Iskeminin baslangicinda glikolitik yol asiri
uyarilir. Iskemik dokudaki O, glikolizin devaminda gerceklesecek olan oksidatif
fosforilasyon icin yeterli olmaz. Bu sebeple glikolizin son {iriinii olarak olusan
piruvat laktata doniisir. Devaminda ortamda sitrat, laktat ve nikotinamid adenin

diniikleotid (NAD) konsantrasyonlarinin artmasi ve doku pH’sinin diigsmesi ile durur.

ATP eksikligi hiicre i¢inde birbiriyle iliskili olan ¢ok sayida sistemi etkiler :



Na-K ATPaz pompa fonksiyonunun bozulmasi: Normal sartlarda 3 Na* disar1 2 K*
iceri gecisini yapan bu pompa ATP bagimli olarak calistigi i¢in ortamdaki ATP
eksikligi durumunda fonksiyon gosteremez ve intraseliiler Na* artis1 ile hiicre disina
K" kacisinin baglamasimna neden olur. Hiicre ici Na® artisina izoozmotik basincla

birlikte su difiizyonu eslik eder. Bunun sonucunda hiicre siser (Kumar et al. 2000).

pH’nin diismesi ve intraseliiler asidoz: Doku O, diizeylerindeki azalma ile glikolizin
son iirlinii olan piruvat birikir ve oksidatif fosforilasyona ilerleyemedigi i¢in laktata

dontisiir. Boylece doku pH’s1 diiser.

Hiicre i¢inde Ca*? birikimi: Hipoksi veya toksinler Ca*? seviyelerinde artisa neden
olur. Bu artisin baslica sebepleri endoplazmik retikulumdan ve mitokondriden Ca*
salinimi ve hiicre zarindan Ca*? gecigidir. Artmig Ca*? seviyesi ¢ok sayida enzimin
aktive olmasina neden olur. Bunlar; fosfolipazlar (membran hasar1 yapar), proteazlar
(membranlart ve hiicre iskeletini olusturan proteinlerini pargalar), ATPaz ve

endoniikleaz (kromatinin par¢calanmasina neden olur)’dir (Yildar 2008).

Piirin metobolitlerinin birikmesi: Hiicre igindeki ATP’nin yikilmasi ile olusan
ADP’ler; once AMP’ye yikilarak sonrasinda sirast ile adenozin, inozin ve
hipoksantine doniisiir. Eger reperfiizyon saglanir ise hipoksantin O, ve KO enziminin
etkisiyle ksantine doniisiir. Ksantin de ortamdaki O ile tepkimeye girer ve lirik asite
parcalanir. Bu olaylarin sonucunda hasardan sorumlu olan siiperoksit radikalleri
olusur. Hipoksinin devamlilig1 halinde ortamda O, kalmadig1 i¢in ksantin, NAD ve
hidrojen ile tepkimeye girerek iirik asit, NAD-fosfat, H*, H,O, ve siiperoksit
radikalleri (O2) olusturur (Dick et al. 2008) (Sekil 4).



ATP

v

ADP

v

AMP

+ KSANTIN KSANTIN
iMP + INOZIN DEHIDROGENAZ OKSIDAZ

HIPOKSANTIN L . —— URIKASIT

OKSIJEN OKSIJEN RADIKALI

SOD

HIDROJEN PEROKSIT

CAT l

SU + OKSIJEN

Sekil 4. Iskemi sonras piirin metabolizmasi ve KDH’1in KO’ya doniisiimi,

reperfiizyon sonrasi oksijen radikallerinin olusumu (Schoenberg 1993).

2.3.1. Serbest Oksijen Radikalleri (SOR)

Serbest radikal, dis yoriingesinde bir veya daha fazla eslesmemis elektronu olan atom
ya da molekillerdir (Altan ve ark. 2006). Aerobik hiicrelerin enzimatik
oksidasyonunda ara {iriin olarak ve oksijenin rediiksiyona ugramasi ile negatif yiikli
O; iyonu olusur. Spontan dismutasyonla veya siiperoksit radikalinin enzimatik
olarak tepkimeye girmesiyle de ikinci ara iiriin olan Hy0, olusur. Daha sonra,
0zellikle mitokondride olmak tizere hidroksil radikali (OH") olusur. Hiicre i¢inde bu
serbest radikaller disinda radikal olmayan ama serbest radikal olusturma potansiyeli
olan; Hy0,, hipoklorik asit gibi zararli oksijen tiirleri de olusabilir. Digerleriyle
karsilastiriliginda O, radikalleri ¢ok reaktif iirlinlerdir ve yiiksek elektron aktiviteleri
vardir. Aralarinda en aktif olan1 OH" radikalidir (Grace 1994, Ertan ve ark. 2001).
Organizmada, oksidan iirlinlere maruziyeti en aza indirmek icin antioksidanlar

mevcuttur, ancak serbest oksijen radikallerinin yliksek seviyelere ulastig
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durumlarda, antioksidanlar yetersiz kalir ve oksidatif hasar ger¢eklesir (Cantiirk ve

Sayek 2005).

Tablo 1. Bilinen bazi radikal ajanlar (Diindar 2000).

Radikal Simge Tammlama

Hidrojen H Bilinen en basit radikal

Stiperoksit 0, - Oksijen metabolizmasinin ilk ara {irtinii

Hidroksil OH" En toksik (reaktif) oksijen metaboliti radikal

Hidrojen peroksit H,0, Moekiiler hasar yetenegi zayif, reaktivitesi
cok diisiik

Singlet oksijen  O,- Giiglii oksidatif oksijen formu, yarilanma
omrii hizl

Perhidroksi radikalHO,  Lipidlerde hizl coziinerek lipid
peroksidasyonunu artirir

Peroksil radikal ROO-  Perhidroksile oranla daha zayif etkili,
lipidlere lokalize olur

Triklorometil CCl; CCl; metabolizmast ftriinii  karacigerde
iretilen bir radikal

Thyl radikali RS Sulfirlii ve ¢iftlenmemis elektron igeren
tirlerin genel ad1

Alkoksil RO Organik peroksitlerin yikimi ile {retilen
oksijen metaboliti

Nitrojen oksit NO L- arjinin amino asitinden in vivo {retilir.

Nitrojen dioksit  NO, NO’in oksijen ile reaksiyonu sonucu olusur

Serbest radikal ajanlar endojen veya eksojen kaynakli olarak olusabilirler (Aksoy

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

Endojen Kaynaklar

Oksidan enzimler

Mitokondriyal elektron transport zinciri
Galaktoz oksidaz

Siklooksijenaz

Mikrozomal elektron transport zinciri
Monoamin oksidaz

Notrofiller

Lipoksijenaz

Indolamin dioksijenaz

Monositler ve makrofajlar
Eozinofiller

Ksantin oksidaz

Endotelyal hiicreler

Fagositik hiicreler

Otooksidasyon reaksiyonlari (6r, Fe*?)
Eksojen Kaynaklar

Okside glutatyon

Redoks siklus bilesikleri (0r, paraquat, doksorubisin)
Sigara

Glines 15181

Ilag oksidasyonlar1 (6r, parasetamol)
Is1 soku

Bu serbest radikaller, membranlarda bulunan lipidlerini perokside ederek, mitokondri
hasarina sebep olur, hiicre proteinlerine ve genetik materyale hasar verir (Rodwel et
al. 2015) (Sekil 5).

Patolojik etkileri

Iskemi M?
Reperfizyon IR Serbest radikal Uretimi \ ped>  Lipid peroksidasyonu - Membran hasan i il
Radyasyon o o | ’ b
0,* P> H0, « P s OH et ; A /
2in | ihikas )/
TR Superoxide Hydrogen Hydroxyl / J ¥ Protein Modifikasyonu (‘[\@@ p ),-J
\ peroxide radical / // Z (} ) €

| 4 ’ »  DNA hasan ve mutasyonlar "
v v \

SOD = H,0, GSH-Px&KAT = H,0

Serbest radikallerin temizlenmesi

Sekil 5. Serbest radikal olusumu, hiicre i¢indeki patalojik etkileri ve hiicreden

temizlenmeleri (Kumar et al. 2017).
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Proteinlerin  Oksidatif Modifikasyonu: SOR proteinlerin = siilfhidril gruplariyla
etkilesime gegerek c¢apraz baglanmalarini arttirirlar. Bu da protein yapidaki
enzimlerin yapilarinin bozulmasina veya etkinliklerinin azalmasina sebep olur.
Ayrica, serbest radikaller polipeptidlerin dogrudan parcalanmasina da neden

olabilirler.

Lipid Peroksidasyonu: SOR, hiicre membranlarindaki lipidlerin peroksidasyonuna
sebep olurlar. OH" radikalinin, membran lipitleriyle zincirleme reaksiyonu sonucunda

farkli lipid peroksidasyon {irtinleri olusur.

DNA fragmantasyonu: Serbest radikallerin timin niikleotidleri ile reaksiyonu sonucu
cekirdek veya mitokondride bulunan DNA yapisinda tek zincir kirilmalarina sebep

olur (Kumar et al. 2007).

2.3.2. Polimorf Niiveli Lokositler (PMNL)

Iskemi-reperfiizyon hasarindan sonra aktiflenen ilk hiicreler PMNL olup,
mikrovaskiiler permeabilite artisindan da baslica sorumlu oldugu diisiiniilen
hiicrelerdir (Serizawa et al. 1996, Kumar et al. 2007). Antinotrofil serumlarla ya da
monoklonal antikorlar ile yapilan calismalar, reperfiizyondaki mikrovaskiiler
permeabilite artisina baslica nétrofillerin sebep oldugunu gostermistir (Lopez-
Neblina et al. 1996). PMNL’in I-R hasarindaki roliiyle ilgili olarak mikrovaskiiler
okliizyon, sitotoksik enzimlerin salinmasi, vaskiiler permeabilitede artig ve sitokin
salmiminda artis gibi mekanizmalar olabilecegi soylenmistir (Eltzschig and Collard
2004).

Hasar yaratan etkeni ortadan kaldirmak veya yogunlugunu azaltmaya yonelik olan bu
inflamatuar yanitlarin sonucunda; mikrovaskiiler permeabilitede artig, tromboz, 6dem
ve hiicre oliimii gergeklesir. Gorevlerini tamamlayan PMNL apoptotik hiicre
6limiine ugramalar1 sonucu makrofajlar araciligr ile lenfatik dolagima katilir ve

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

Kompleman (C) sistemi inflamasyonda ve konak¢i savunmasinda onemli gorevleri
olan plazma proteinleridir. C proteinleri aktive olarak, zararli partikiillerin {izerini
kaplayarak (opsonize ederek) fagosite edilmelerini saglarlar. Vaskiiler permeabiliteyi
ve l0kosit kemotaksisini arttirir. Bu sekilde inflamatuar yanita katki saglar (Kumar et
al. 2007). C proteinlerinden C3a ve C5a anaflatoksindir. C5a proteini lokosit
aktivasyonu yapar ve kemotaksisi uyarur. Bunlara ek olarak; makrofaj inflamatuar
proteinleri, MCP-1, TNF-a, IL-1 ve IL-6 iiretimini uyararak inflamatuar yaniti arttirir
(Thrane et al. 2007). C5b9 proteini de endotelde IL-1a, IL-8 ve MCP-1 iiretimini
uyararak l6kosit aktivasyonunu ve kemotaksisi arttirir. Bununla beraber endotel
bagimli vazodilatasyonu inhibe eder. Endotelde siklik guanozin monofosfati
azaltarak vaskiiler tonusu bozar (Suzuki et al. 1991, Zhang et al. 1999). Reperfiizyon
sirasinda miyokardda C aktivasyonunu gosteren bir calismada C sistemi Cl1
inhibitorii kullanilarak klasik yoldan inhibe edilmis ve bdylece iskemik kalan

miyokardin reperflizyon hasarindan efektif bir sekilde korundugu gozlenmistir

(Buerke et al. 1995).

2.3.4. Endotel Hiicresinin Rolii

Endotel hiicreler oksidatif strese maruz kaldiginda aktivasyon ve islev bozukluguna
ugrarlar. Endotel hiicreleri hem kendileri SOR f{iretirler hem de SOR’un potansiyel
hedefidirler. Endotel hiicreleri, mikrovaskiiler homeostazdan sorumlu molekiiller
olan endotelin (ET) ve NO’yu {iretirler. Arter tizerinde ET’in vazokonstriktor etkisi
varken NO ise vasodilatasyon etkisine sahiptir. Venler iizerinde ise arterlerin tersi bir
etkisi vardir. I-R hasar durumunda ET/NO orani1 ET lehinde bozulur. Sonug olarak
arteriyel vazokonstriksiyon ve venoz vazodilatasyon olur (Oguz 2010). Oksidatif
stres altinda kalan endotel hiicreleri C sistemini aktifler ve 16kosit adhezyon
molekiillerinin iiretimi artmaya baglar. Bunlara ek olarak aktive olan endotel
hiicreleri kollajenaz salgilayarak kendi bazal membranlarinin sindirimine de neden

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

Antioksidanlar, serbest radikallerin viicuttaki olumsuz etkilerini Onlemek ig¢in
olusturulan savunma sistemleridir (Dick et al. 2008) Bu sistemler lokal O
konsantrasyonunu azaltarak, lipid peroksidasyonunun baglamasimni &nleyerek,
hidroksil radikallerini temizleyerek, metal iyonlarmi1 baglayarak ve zincir
reaksiyonlara neden olabilen radikallerle reaksiyona girip bu reaksiyonlarin
kirilmasini saglayarak antioksidan etki gosterebilirler. Antioksidanlarin en belirgin
Ozelliklerinden biri ¢ok az konsantrasyonda bulunsalar bile, okside olan substratin
oksidasyonunu geciktirebilmeleri ve inhibe edebilmeleridir (Halliwell and Gutteridge
1990). Oksidan maddeler belirli bir diizeyde kaldiklar1 siirece, organizmanin
enfeksiyon ajanlarina ve yabanci maddelere karsi 6onemli savunma molekiilleridir.
Ancak bu diizeyin iizerinde olusurlarsa veya antioksidan sistem yetersiz kalirsa;
serbest radikal molekiilleri, organizmanin yapisini olusturan proteinleri, lipitleri,
karbonhidratlari, niikleik asitleri ve enzimleri bozarak yikici etkilere yol agarlar
(Yalgin 1998). Antioksidan molekiiller heterojen bir ailedir. Kdkeni (dogal ya da
sentetik), Ozellikleri (hidrofilik ya da lipofilik), dogasi (enzimatik ya da
nonenzimatik), mekanizmasi (metal selasyon, reaktif oksijen molekiillerinin yikilarak
olarak ortadan kaldirilmasi) ve etki alani (hiicre ici, hiicre dis1 ve hiicre zar1) dikkate

alinarak cesitli gruplandirmalar yapilmistir (Glatzounis et al. 2005).

2.4. ALT EKSTREMITE iSKEMi REPERFUZYON HASARI

Alt ekstremite akut I-R hasar1, zellikle aort cerrahilerinde abdominal aortaya gegici
stire ile kros-klemp konulmasi sirasinda ve akut femoral arter trombozlarinda ortaya
ciktigr goriilmektedir (Yardim Akaydin S. ve ark. 2006, Carden and Granger 2000).
Akut gelisen alt ekstremite I-R hasarmnin sonucunda lokal ve sistemik inflamatuar
yanit olur ve buna bagl olarak plazmada artan proinflamatuar ajanlar artar. Bu
ajanlarla birlikte SOR ve notrofil infiltrasyonu olmasi uzak organ hasarinin
olusumunda rol oynadig1 bilinmektedir. (Nakamura et al. 2001). Alt ekstremite I-R
hasar1 akciger, karaciger, bagirsak, kalp ve ince barsak gibi uzak organlar1 igerecek

sekilde bir hasar meydana getirir ve hatta multiple organ yetmezligine neden
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olabildigi bilinmektedir. (Chang et al. 2016, Gokalp ve ark. 2020, Ozdemirkan ve
ark. 2021).

2.5. ISKEMI-REPERFUZYON HASARININ NORAL YAPILARA ETKISI

Viicut agirligmin yaklasik %2’sini olusturan beyin dokusunun inspire edilen
oksijenin yaklasik olarak %Z20’sine, kardiyak debinin yaklasik %15’ine, aclik
durumunda karacigerden salinan glukozun tamamina ihtiyaci vardir. Normal
sartlarda kortekste gri cevher 6ml/100gr/dak, beyaz cevher ise 2ml./100gr/dak kadar
okijen harcar. Beyin dokusunda glukoz tiiketimi yaklasik olarak 4.5-7mg/100gr
civarindadir. Dinlenme halinde serebral dokuda kan akimi 50ml/100gr beyin
dokusu/dk civarindadir (Siesjo 1992). Oksijen ve hayati ihtiyaglar1 karsilamak i¢in
serebral dokunun yiiksek bir perfiizyon gereksinimi vardir. Beyin parankiminin
anaerobik metabolizma kapasitesi ve glikojen depolari ¢ok kisa siireli yetecek
diizeydedir; bu nedenle de beyin dokusu iskemiye karsi fazla duyarlidir (Ginsberg
2003, Kirino et al. 1985). Iskemiye bagli olusan hasarda en &nemli faktor yeterli
miktarda enerjinin saglanamamasidir. Normal sartlarda serebral dokunun enerji
ihtiyac1 aerobik ve anaerobik glikoliz sonucunda olusan ATP ile saglanir. Hipoksi
durumunda mitokondrilerde oksidatif fosforilasyon ile birlikte elektron transportu
bozulur ve bu sebeple ATP sentezi de durur. ATP sentezinin durmasi sonucunda
asidoz ve makromolekiil sentezinde aksaklik olur. Iyon dengesi bozulur ve ATP
yikim iiriinleri birikmeye baslar. Iskemik hasarin baslangicinda hipoksiyle birlikte
kisa bir siire anaerobik glikoliz yapilir. Ama iskemi baslangicindan yaklasik 2-3
dakika kadar sonra beyin dokusunda laktat seviyesi maksimuma ¢ikar. Anaerobik
metabolizma sonucu olusan laktat ve hidrojen iyonu birikimiyle hiicre i¢i ve dig1
ortamlarda asidoz gelisir (Siesjo 1992). pH diismesi ile birlikte proteinlerde
denatiirasyon baslar ve enzimatik molekiillerde fonksiyon kaybi olur. Serbest
radikaller olusmaya baslar (Siesjo et al. 1995). Noronlarin hiicresel iyon dengesi
hiicre membraninda bulunan transport kanallar1 ile potasyumun intraseliiler ve
sodyum, kalsiyum, klorun ekstraseliiler gradientleri ile saglanir. Iyon dengesini
saglayan bu pompalar ATP bagimlidir. ATP eksikliginde iyon pompalar1 fonksiyon

gosteremez. Bunun sonucunda da konsantrasyon farki nedeniyle potasyum hiicre
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disina cikarken sodyum, kalsiyum ve klor hiicre i¢ine gecer. Hiicre igine iyonlarla
birlikte su molekiilii de girdigi i¢in hiicre siser ve “sitotoksik 6dem” meydana gelir
(Meyer et al 1986, Selman et al, 1990). iskemiye bagli hasar olusumunda;
ekstraseliiler alandan hiicre i¢ine kalsiyum girisi, intraseliiler depolardan kalsiyum
salimim1 ve intraseliiler kalsiyum diizeyini kontrol eden mekanizmalardaki bozulma
en onemli faktorlerdendir. ATP eksikligi nedeniyle Na/K ATPaz pompasi, 3Na/Ca
ve Na/H transport pompalar1 fonksiyonunu kaybeder. Intraseliiler artan Na iyon
konsantrasyonu nedeniyle de N tipi voltaj duyarh Ca*? kanallar1 agilarak hiicre i¢ine
Ca*? gecisi olur. Presinaptik ugtan hiicre igine giren Ca®?, sinaptik araliga basta
glutamat olmak tiizere eksitatér aminoasitlerin salinmasina sebep olur (Siesjo 1992,
Schwartz-Bloom and Sah 2001). Eksitatdr aminoasitlerin geri alimimi1 2Na*/glutamat
kotransporterlar: ile olur. Bu pompa sodyum diizeyine ve membran potansiyeline
bagl olarak cahsir. (Siesjo and Danbolt 2001). Intraseliiler Ca*® seviyesinin
artmastyla degredasyondan sorumlu enzimler aktive olur ve boylece lipoliz, proteoliz
ve deoksiriboniikleik asit (DNA) hasar1 baslar (Siesjo 1995). Ca*? yiiksekligi ile
aktive olan fosfolipaz; hiicre ve organel membranlarindaki fosfolipidleri
parcalayarak serbest yag asidi olusumuna sebep olur. Iskemik hiicre membraninda
protein ve lipit oran1 bozuldugu i¢in hiicre i¢ine daha fazla kalsiyum girisi olur.
Lipoliz ile olusan serbest yag asitleri hem iskemi hem de reperfiizyon evresinde
serbest radikallerin olusmasina neden olmaktadir (Schmidley 1990, Garcia and
Anderson 1989). Intraseliiler kalsiyum artis1 sonucunda ksantin oksidaz, lizozomal
ve notral proteazlarin aktivasyonu baglar. Bu enzimlerin aktivasyonlar1 hiicre
iskeletini olusturan proteinlerin yikimina, sonugta geri doniisii olmayan bir hiicre
hasarina neden olur. (Schmidley 1990, Garcia and Anderson 1989, Seyfried et al
1997). I-R sonucunda meydana gelen doku hasarinda; reperfiize olan dokuda biriken
notrofillerin aktif rol oynadig1 gosterilmistir. Notrofil kemotaksisinin baglatilmasinda
lipid peroksitleri ve SOR’un rol oynamaktadir (Crack and Taylor 2005). SOR
(baglica siiperoksit, hidroksil radikali, H,O;) molekiiler oksijenin indirgenmesi
sonucunda olusur. Siiperoksit radikali stabil bir yapida degildir ve tepkimeye girerek
zaylf etkili bir oksidan olan hidrojen peroksite dontisir. H,O,, CAT enzimi
tarafindan indirgenir ve bu sebeple de reperfiizyon hasarinda 6nemli rol oynar.

Hidroksil radikalinin ise doku hasarini baglatan madde oldugu bilinmektedir. Normal
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sartlarda SOR, mitokondri membranina bagli olarak bulunmaktadir ve minimal
diizeyde artiglar1 bile hiicre icin toksiktir. Reperfiizyonla birlikte artan SOR hiicre
icinde DNA, proteinler ve poliansature yag asitleriyle reaksiyona girer. Sonucta da
hiicre zarinda lipid peroksidasyonu olur (Crack and Taylor 2005). Lipid
peroksidasyonu sirasinda karbon baglari koparak aldehid yapida yikim iriinleri
meydana gelir. SOR ne kadar artarsa bu aldehid yapida yikim iriinleri de (4-hidroksi
nonenol ve MDA) o oranda artar. Olusan lipid peroksidler dokuda nétrofil artisina
yol acarak indirekt hasar1 da tetiklerler (Liao et al 2001). Aktive olan ndtrofiller
elastaz, jelatinaz, kollajenaz gibi yikim enzimleri salgilarlar ve endotel hiicrelerinin
biitiinligii boylece bozulmus olur. Vaskiiler yapida endotel biitiinliigiiniin bozulmasi
iskemi-reperflizyon hasarindaki en énemli olaylardan biridir. Endotel biitiinliigiiniin
bozulmasiyla birlikte ortaya ¢ikan sitotoksik maddelerle mikrovaskiiler gecirgenlik
artar. Mikrovaskiiler gecirgenligin artmasi sonucunda interstisiyel alana sivi geger.
Sonugta interstisiyel 6dem ve bununla beraber hemokonsantrasyon meydana gelir.

Bunun sonucunda kapiller liimen iyice daralarak doku perfiizyonu bozulur (Liao et al

2001, Lopez-Neblina et al 2005).
2.6. i-R HASARINDA N-METIL D-ASPARTAT ANTAGONIZMASI

N-Metil D-Aspartat kanallarinin aktive olmasi ile hiicre i¢i Ca*? artar. Hiicre ici Ca*
birikimi sonucunda da nitrik oksit sentaz (NOS) yolu aktive olarak NO olusur. Bu
olaylar dizisinin sonucunda SOR olusumu artar. NMDA reseptorlerinin asir1 aktive
olmas1 da apopitozise sebep olan olaylar1 baslatmaya yol acar (Faden et al. 1990,

Faden et al. 1988).

NMDA antagonistlerinin I-R hasarma ugrayan beyin, bobrek, iskelet kasi ve
miyokard gibi organ ve dokularda koruyucu etkileri oldugu gosterilmistir
(Himmelseher and Durieux 2005, Lee et al. 2004, Kato and Foex 2002). Anoksik ve
hipoksik ndronal hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda sinaptik aralifa salinan eksitator
aminoasitlerin norotoksik seviyelere ulasabildigi saptanmistir. Bu sebeple olusan
hasarin kompetitif ve nonkompetitif NMDA antagonist ajanlar ile azaltilabildigi

gozlenmistir. (Boast et al. 1988, Happel et al. 1981). Alzheimer tedavisinde
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kullanilan memantin bir NMDA antagonistidir. NMDA reseptorlerinde blokaj
olusturarak yiiksek glutamat diizeylerinin neden olarak intraseliller Ca*? birikimini
azaltir ve bu sayede tedavide etkinlik gosterir (Sonkusare et al. 2005). Anestezik
ajanlar arasinda kullandigimiz ketamin hizli etki baslangicli, kuvvetli analjezik ve
hafif narkotik ozelliklere sahiptir (Tso et al. 2004). Fensiklidin analogu bir ajan
olarak 1960’11 yillarin sonuna dogru klinik kullanimda yer almaya baglamistir (Hirota
and Lambert 1996). Ketaminin insanlarda terapotik amagla kullanimi ¢ok yaygin
olmasa da; travmalarda, acil operasyon gereken durumlarda, pediatrik hasta
grubunda ve ayrica veteriner hekimlikte kullanimi mevcuttur (Moore et al. 2001,
Whitington et al. 2002). Ketamin etkisini NMDA reseptor blokaji yaparak gosterir.
Spesifik olarak NMDA reseptorleri iizerinde bulunan fensiklidinin baglanma
bolgelerine zayif olarak baglanarak nonkompetitif blokaj yapar (Shiue et al. 1997).
Bu etkisi ile birlikte ayn1 zamanda ketamin I-R hasarindan koruyucu etkiye sahiptir

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

2.7. AMANTADIN

Amantadin ilk olarak Asya Influenzasina karsi kullanilmis ve 1966 yilinda bu
hastaliga karsi koruyucu ajan olarak Amerika Birlesik Devletleri'nde onaylanmigtir
(Hubsher et al. 2012). Amantadin, NMDA reseptoriiniin nonkompetitif
antagonistidir. Bu reseptér glutaminerjik bir reseptor tipidir ve amantadin
direk/indirek olarak glutaminerjik ve dopaminerjik sinyal etkisine sahiptir (Danysz et
al 1997, Farnebo et al. 1971). Ayn1 zamanda amantadinin antikolinerjik (6rn; agiz
kurulugu, kabizlik, iiriner retansiyon) ve NMDA reseptor antagonistik etkinlikleri
(6rn; haliisinasyonlar) mevcuttur (Metman et al. 1999). Biling bozuklugu nedeni ile
tedavi edilen nororehabilitasyon siirecindeki hastalarda amantadin en sik kullanilan
ilaglar arasindadir (Giacino et al. 2012). Glutamat antagonistik etki ile postsinaptik
membranda inhibisyona neden olur ve uyaniklig1 arttirir (Saniova et al. 2004). Bu
nedenle Parkinson tedavisinde, travmatik beyin hasar1 olan olgularda, hipoksik
iskemik ensefalopatide, postoperatif donemde hastalarin uyaniklik ve emosyonel
fonksiyonlarin1 arttirmak i¢in kullanilir (Aksu ve ark 2013). Yapilan ¢aligsmalarda

amantadinin hem direk dopamin agonisti olarak etki gdstermesi hem de NMDA
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reseptorleri iizerine antagonist etkisi nedeniyle travmatik beyin hasar1 gelismis
hastalarda norokognitif iyilesmelere katkida bulundugu bildirilmistir (Giacino et al
2012, Saniova et al. 2004, Meythaler et al 2002). Saniova ve arkadaslar1 (2004) 74
hastalik bir grup ile yaptiklar1 retrospektif ¢alismada amantadin tedavisi alan
hastalarda almayanlara gore Glasgow koma skalasinda belirgin diizelme oldugunu ve

daha diisiik 6liim hizlar1 oldugunu (%51 vs %6) rapor etmislerdir.

2.8. BIYOKIMYASAL PARAMETRELER

2.8.1. Apolipoprotrein Al (APO Al)

Apo Al, yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) ve silomikronlarin yapisinda bulunan
28 kDa agirliginda bir apolipoproteindir (Favari et al 2015). Plazmada lipit tasiyicisi
olarak gorev alir (Hegele 2009). Plazmada bulunup kan beyin bariyerinden gecebilen
ve beyin omurilik sivisi (BOS)’nda en bol bulunan proteinlerden biridir (Elliott et al.
2010). Santral sinir sisteminin baglica kolesterol tastyicilari, Apo Al ve Apo E
tastyan HDL benzeri molekiillerdir. HDLR sinifinin ATP baglayici kaset tastyicilar
(ABCA1 ve ABCGI), Apo Al'in hiicresel reseptorleridir Apo Al'in ABCAl'e
baglanmasi, hiicreden lipid ekstraksiyonuna aracilik eder ve bu siireg, birkag hiicre
i¢i yolagin merkezini olusturur (Zhao et al. 2012). Bunlar arasinda bizim i¢in énemli
olanlar, hiicre biiylimesinin diizenlenmesi ve inflamatuar siireclerle ilgilidir. ABCALI
ile baglandiginda Apo A1, Cdc42'yi aktive eder ve ardindan aktin polimerizasyonuna
neden olur (Nofer 2006). Bu yol, aktin depolimerizasyonu ile akson biiyiime konisi
¢okmesinin kritik bir olay oldugu néronal hasar sonrasi noron dejenerasyonunun
zemininde 6nemlidir (Fournier et al. 2001, Fournier et al. 2003). Apo A1l’in turnover
hizi immiinolojik olaylara baghdir. Ornegin sepsis durumunda yarilanma Omrii
kisalir ve koti prognoz gostergesidir (Van Leeuwen et al. 2003). Yapilan
caligmalarda Apo A1’in sinir sistemi ile iliskili bir molekiil oldugunu gosterilmistir.
Lipid metabolizma genlerinin, 6zellikle de Apo Al’in travmatik beyin hasari ile

epilepsi modeli olusturulan ratlarda upregule oldugu bildirilmistir (Ueda et al. 2013).

2.8.2. Beyin Natriiiretik Peptid (BNP)
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BNP noronal, hormonal stimiilasyon ve sivi yiiklenmesine yanit olarak kalpten
salgilanan bir proteindir (Levin et al. 1998). Atriumdan salinmasina ragmen etki yeri
ventrikiildiir. Yani BNP beyine spesifik bir peptid degildir ama 6zellikle hipotalamus
olmak iizere beyinde de iiretilir. Hipotalamusta BNP {iretiminde artis olmasi i¢in
olas1 iki mekanizma one siirlilmistiir. Bunlardan birincisi humoral veya parakrin
sinyallere yanit olarak sekonder salinim, ikincisi ise vazokonstriikksiyona yanittir.
Baz1 kaynaklar subaraknoid kanama sonrasi goriilen serebral iskemiyi buna
baglamaktadir (Taub et al. 2011). BNP, sepsis veya hemorajik sokta tanimlandigi
gibi sistemik inflamasyon ve lokal tromboz ile karakterize edilen genel bir
mikrodolasim disfonksiyonu siirecinin bir belirteci olabilir (Zakynthinos 2008). Bir
calisma BNP’nin proinflamatuar sitokin salinimi ile iligkili oldugunu gostermistir
(Bold 2009). Yapilan ¢alismalarda BNP’nin gecikmis iskemik nérolojik defisit ile
iligkili oldugu gorilmiistiir (Berendes et al. 1997, Tomida et al. 1998). Yapilan hiicre
kiiltir c¢alismalarinda natriiiretik  peptidlerin  ndroprotektif etkileri oldugu
goriilmiistiir. BNP’nin de ayni sekilde beyin hasarinda néroprotektif etkisi oldugu
goriilmiistiir. James ve arkadaslari1 (2010) yaptiklar1 beyin hasar modelinde, BNPnin
1.v. uygulamasinin, serebral kan akimin arttirdigini ve inflamasyonu azalttigin1 bu
sekilde de norodejenerasyonu azalttigini gostermislerdir. Travmatik beyin hasari
(Kirchhoff et al. 2006, Powner et al. 2007), sok (Koenig et al. 2007) ve diger beyin
hasarlarinda (Mcgirt et al. 2004, James et al. 2009) BNP seviyelerinin yiiksek oldugu

goriilmiistiir.

2.8.3. Noron Spesifik Enolaz (NSE)

Enolazlar, 2-fosfogliserat molekiiliiniin fosfoenolpiruvata doniisiimiinii katalizleyen
glikolitik bir enzimdir. Enolaz enzimlerin viicudun farkli yerlerinde farkli izozimleri
bulunur. Enolaz a her yerde bulunur, enolaz B kasa 6zgiidiir ve enolaz y ndrona
Ozgiidiir (NSE) (Shimizu et al. 1983, Merkulova et al. 2000). NSE yy veya ay
dimerik izozimler olarak iki farkli sekilde bulunabilir ve bu izozim formlar1 néronlar
ve periferik noéroendokrin hiicreler i¢in bir belirtegtir. NSE'nin y formu néronlarda
eksprese edilirken, ay formu mikroglia, oligodendrosit ve astrositlerde eksprese edilir
(Piast et al. 2005, Hafner et al. 2013). Hem plazma hem de BOS’ta 6l¢iilebildigi i¢in

NSE’in ndéron ve beyin hasar1 degerlendirmede bir belirteg olabilecegi
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disiiniilmistiir (Egun ve ark. 1998, Johnsson et al. 2000) Bu belirteg, néronal
fonksiyonel degisiklikleri degerlendirmek i¢in kullanilmistir. NSE, travmatik beyin
hasarinda hiicre yikimindan sonra plazmaya pasif olarak salinir. Vos ve arkadaslari
(2004) yaptiklar1 ¢alismada travmatik beyin hasari olan hastalarda NSE plazma
konsantrasyonunun, normal referans degerlerinden iki kat daha yiiksek oldugu

bulunmustur.
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamiz Sakarya Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan
05.02.2020 tarith ve 10 sayili karariyla etik kurul onayr almis olup, Sakarya
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Baskanligi tarafindan 2020-7-25-24 kod
numarasi ile desteklenmeye uygun bulunmustur. Calismamizdaki deney hayvanlar
lizerindeki uygulamalar Sakarya Universitesi Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma

Merkezi’nde gerceklestirilmistir.
3.1. DENEK SECIMIi

Olusturulan gruplarda 3R ilkesine dayanarak denek sayisinin belirlenmesinde
istatistiksel olarak, %95 giiven araliginda gii¢ analiz testi yapilmistir. Yapilan gii¢
analizin deneysel ve kontrol sag kalim egrilerinin olasilik (gii¢) 0,80'e esit oldugunda
bos(null) hipotezi reddetmek i¢in toplam 25 (toplam denek sayisi) denege ihtiyac
vardir. Bunun icinde her bir denek grup azami sayis1 (toplam denek sayisi/grup
sayis1) 6 olarak belirlenmistir. Null hipotezin bu testle ilgili Tip I hata olasilig1
0,05'tir. Dolayisiyla her grup icin 6 adet ratin alinmasmin yeterli olacag

hesaplanmigtir

Gli¢ analizi hesaplanmasi ile c¢alismamizda 24 adet Wistar cinsi 290-416g
agirliklarinda eriskin erkek ratlar kullanildi. Ratlar, arastirma baslangicina kadar
ortama adaptasyon saglamalar1 agisindan 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik ortamda

barindirildi. Ratlar 151k ve sicaklik standardize edilmis bir ortamda bakildi. Standart

sigan besini (pellet yemi) alan hayvanlara herhangi bir kisitlama uygulanmadi.
3.2. YONTEM

Ratlar rastgele 6’sarli gruplara ayrildi.
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Grup S: Sham grubu

Grup A: Amantadin-45 grubu

Grup I-R: Iskemi-Reperfiizyon grubu

Grup I-R/A: Iskemi Reperfiizyon+Amantadin-45 grubu

Anestezi verilmeden Once ratlarin agirliklar: olgiildii. Ratlara 100 mg/kg ketamin
(Ketalar® 1 ml:50 mg, Pfizer, istanbul, Tiirkiye) ve 15 mg/kg ksilazin (Xylazinbio®
%2, Bioveta, Cek Cumhuriyeti) intraperitoneal (i.p.) uygulamasi ile anestezi
saglandi. Abdominal bdlgeleri insizyon Oncesinde tirag edildi (Resim 1). %10

povidon iyodin soliisyonu ile silinerek cerrahi alanda antisepsi saglandi.

Resim 1. Ratlarin traglanmasi

Is1 kaybini engellemek ve hipotermiden kaginmak amaciyla 1sitic1 blanket kullanildi.
Is1 monitdrizasyonu i¢in ise rektal termometre kullanildi. Yeterli anestezi derinligi
agrili uyarana yanitsizlik ile degerlendirildi ve sonra hidrasyon saglamak i¢in kuyruk
veninden 24 Gauge (G) intravendz kaniil (IV Flon Ar-Es, izmir, Tiirkiye) ile
kaniilasyon yapildi. Anestezi idamesi i¢in ratlara diizenli araliklarla i.p. enjeksiyon

uygulanmaya devam edildi.
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Grup Sham’da i.p. ketamin ve ksilazin enjeksiyonu sonras1 yeterli anestezi derinligi
saglandi. Kuyruk venine i.v. kaniilasyon yapildi ve 15 dakika hicbir islem
yapilmadan beklendi. Sonrasinda orta abdominal insizyon yapildi (Resim 2) fakat

ratlara insizyon disinda herhangi bir ek miidahale yapilmadi.

Resim 2. Orta abdominal hat insizyonu

Grup A ‘da i.p. ketamin ve ksilazin enjeksiyonu sonrasi yeterli anestezi derinligi
saglandi. Kuyruk venine i.v. kaniilasyon yapildi ve amantadin (Amantadine
hydrochloride®, A1260-5G, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 45 mg/kg i.p. yolla
verildi. 15 dakika hicbir islem yapilmadan beklendi. Sonrasinda orta abdominal
insizyon yapild1 fakat ratlara herhangi bir miidahale yapilmadi.

Grup I-R’de i.p. ketamin ve ksilazin enjeksiyonu sonrasi yeterli anestezi derinligi
saglandi. Kuyruk venine i.v. kaniilasyon yapildi ve 15 dakika sonra orta abdominal
insizyon yapildi. Infrarenal abdominal aorta eksplore edilerek aortaya atravmatik
mikrovaskiiler klemp koyuldu (Resim 3). 120 dakikalik iskemi siiresince beklendi.
Sonrasinda atravmatik vaskiiler klemp c¢ikarildi ve 120 dakika reperfiizyon siiresince
beklendi.
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Resim 3. Infrarenal abdominal aortaya konulan mikrovaskiiler klemp

Grup I-R/A’da i.p. ketamin ve ksilazin enjeksiyonu sonrasi yeterli anestezi derinligi
saglandi. Kuyruk venine i.v. kaniilasyon yapildi, amantadin 45 mg/kg i.p. yolla
verildi. 15 dakika sonra orta abdominal insizyon yapildi. Infrarenal abdominal aorta
eksplore edilerek aortaya atravmatik mikrovaskiiler klemp koyuldu. 120 dakikalik
iskemi siiresince beklendi. Sonrasinda atravmatik vaskiiler klemp ¢ikarildi ve 120
dakika reperfiizyon siiresince beklendi.

Tiim gruplardaki deneklere reperflizyon islemi sonunda aortadan vacutainer (21 G-
BD Vacutainer” Safety-Lok " blood collection set) ile antikoagillan igermeyen
tiiplere kan alindi (Resim 4). Bu sekilde hem 6tenazi yapilmis hem de c¢alismada
kullanilacak kan Ornekleri alinmis oldu. Daha sonra Otenazi uygulanan ratlarin
siyatik sinir ve beyin dokulart ¢ikarildi (Resim 5). Aliman doku oOrnekleri %10

formaldehit soliisyonuna koyuldu.
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Resim 4. Vacutainer ile kan alinmasi ve dtenazi

Resim 5. Beyin ve siyatik sinir dokusu
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3.3. BIYOKIMYASAL DEGERLENDIRME

Ratlardan alinan vendéz kan Ornekleri sar1 kapakli, antikoagiilan igermeyen
biyokimya tiiplerine konularak biyokimya laboratuvarina gonderildi. Gelen
numunelerin pihtilagma siireci tamamlanmasi beklendi. Daha sonra 10 dk, 4000g'de
santrifiij edilerek serumlarina ayrildi. Elde edilen numuneler porsiyonlanarak ¢aligma
giintine kadar -80°C' de muhafaza edildi. Calisma giinlinde Oncelikle oda 1sisina
getirilen numuneler homojenize edilerek Rat Brain Natriiiretic Peptide, Rat Neuron
Spesific Enolase, rat Apolipoprotein Al seviyeleri, BT LAB (Bioassay Technology
Laboratory, Zhejiang, China) marka ticari ELISA kiti ile enzim bagh

immiinoabsorbent yontemi ile ¢alisildi.

Calisma asagida tarif edilen sekilde yapildi:

1. Monoklonal antikorlar ile kapli kuyucuklar igerisine numuneler uygun
hacimde pipetlendi.

2. Kuyucuklardaki antikorlara baglanmis numunedeki partikiillere baglanmak
tizere isaretli monoklonal antikorlar1 pipetlendi.

3. Kor kuyucugu hari¢ biitlin kuyucuklara streptavidin-HRP konjugati
pipetlenerek reaksiyona girmesi i¢in 37 °C'de 60 dk inkiibe edildi.

4. Inkiibasyon sonrasinda numuneyle baglanmamis antikorlari uzaklastirma
amaci ile yikama yapildi.

5. Olusan bilesigin renklendirilmesi i¢in kromojen A ve B solusyonlar sirasi ile
eklenerek ve 37 °C'de 10 dk inkiibe edildi.

6. Olusan reaksiyon sonunda mavi renk olustu. Reaksiyonu sonlandirmak
amaciyla her bir kuyucuga stop solusyonundan eklendi. Mavi rengin sariya
donmesi ile reaksiyonun sonlandigr anlasildi. Olusan sar1 renkteki
yogunlugun analiz Ol¢limii mikroelisa okuyucuda uygun dalga boyuna
ayarlanarak kolorimetrik olarak yapildi.

7. Standart degerleri ve bu degerlere karsilik gelen optik yogunluk degerleri
eslestirildi. Sonra standartlarin dogrusal regresyon esitlik grafigi olusturuldu.

Numunelerin  optik  yogunluk degerleri ile standart grafigindeki
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konsantrasyonlar eslestirildi. Numune konsantrasyonlar1 otomatik olarak
hesaplandi. Sonuglar rat Apolipoprotein Al i¢in ug/ml, rat Brain Natriiiretic

Peptide i¢in ng/L ve rat Neuron Spesific Enolase i¢in ng/ml olarak verildi.

ELISA Kit insertinde rat Apolipoprotein Al i¢in ise Range: 0,05-20 ug/ml
Sensitivity: 0,022 ug/ml, rat beyin natriliretik peptid i¢in Range: 1-400 ng/L
Sensitivity: 0,54 ng/L ve rat noron spesifik enolaz i¢in Range: 0,2-60 ng/mL
Sensitivity: 0,09 ng/mL olarak verildi.

Uretici firmanin yaptig1 presizyon calismasinda kitlerin ¢alisma ici %CV'si <%8,

caligmalar aras1 %CV'si <%10 olarak verilmistir.

3.4. HISTOPATOLOJIK DEGERLENDIRME

Alman doku oOrnekleri inceleme yapilacak giline kadar %10 formaldehit
soliisyonunda, +4 derecede muhafaza edildi. Ornek materyaller Sakarya Universitesi
Egitim ve Arastirma Hastanesi Histoloji ve Embriyoloji Klinigi’nin laboratuvarinda

degerlendirildi.

3.4.1. Isik Mikroskobu Takibi

Doku ornekleri 18 saat %10’luk tamponlu formaldehit icerisinde bekletilerek fikse
edildi. Doku dehidratasyonu i¢in sirast ile %70, %80, %90, %96 ve %100 alkol
serilerinden gecirildi. Sonrasinda ksilen (Merck 108323) ile saydamlastirildi.
Dokular kesit alinmasi i¢in hazirlanmak {izere 56°C’lik etiiv igersinde (Herdeus) 2
saat siv1 parafinde (Kimetsan KIMPNB/OICP/040220) bekletildikten sonra parafin
bloklar icerisine gomiildii. Leica RM 2255 marka mikrotom kullanilarak 4-5
dokulardan mikronluk kesitler alindi. Dokuda gormek istedigimiz yapiya 6zgiin
hematoksilen ve toluidin mavisi ile boyandi. Nikon marka 11tk mikroskobu ile

histolojik degerlendirme yapildi.

29



3.4.2. Immiinohistokimya Uygulamasi

Kaspazlar genel olarak DNA replikasyonundan ve tamirindan sorumlu olan enzimleri
inaktive ederler (Adrain C. Et al 2001). Bu nedenle apopitozisi géstermek adina doku
orneklerinde kaspaz-3 isaretlemek icin immiinhistokimya (IHC) c¢alismasi yapildi.
Bu boyama yontemi kullanildiginda kaspaz-3 yogunlugu sinir hiicresi hasarini

gostermektedir. Boyama protokoliimiiz asagida anlatilan seride oldugu gibidir.

Parafin bloklardan alinan 4-5 mikronluk doku Kkesitleri Poly-L-Lysine siirtilmiis
lamlar iizerine alinarak, bir gece 56°C etiivde tutulup parafini giderildi. Asagida

anlatilan seriden gecirilerek 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 peroksidazi maskelemek i¢in kesitler karanlikta %0,5’lik H,O,-metanol
icerisinde 10 dk bekletildi. 2 kere fosfat tamponlu salin (PBS) igersinde yikandi.
Antijenin geri donligiimiinii saglamak i¢in kesitler, icinde 10mM Sitrat tampon
(pH=6) olan saleye konarak mikrodalga firinda 5 dk’lik periyotla 2 kere bekletildi.
Doku kesitleri mikdrodalga firindan c¢ikartildiktan sonra oda sicaklifinda 20 dk
sogumaya birakildi. Tekrar 2 defa PBS ile yikandi. Kesitler immiinhistokimya kabina
konularak 30 dakika Ultra V Block (LabVision marka UltraVision Large Volume
Detection System Anti-rabbit, HRP) uygulandi. 30 dakika 1/200 oraninda
sulandirilmig primer antikor (Neomarkers marka) Rabbit kaspaz-3 uygulandi. 2 kere
daha PBS ile yikandiktan sonra 30 dakika Biotinlated Goat anti-Rabbit (LabVision
marka UltraVision Large Volume Detection System Anti-rabbit, HRP) sekonder
antikoru uygulanarak 2 kere PBS ile yikandi. 30 dk Streptavidin Peroxidase
(LabVision marka UltraVision Large Volume Detection System Anti-rabbit, HRP)
uygulanarak, 2 kere PBS ile yikandi. 20 dk kromojen (LabVision marka AEC

30



Substrat System) karanlikta dokulara uygulandi. (20ml AEC kromojen + 1 ml AEC
substrat iyice karistirildi) Saf su igerisinde ¢alkalandi. 10 dk Hemalun ile zit boyama
yapildi. 7 dakika ¢esme suyunda bekletildikten sonra preperatlar kurulanip kapatici
(ScyTek marka Aqueous Mounting Medium) ile kapatildi.

Ratlarin beyin korteks ve siyatik sinirindeki hasara ugramis hiicrelerin kaspaz-3
boyanma yiizdeleri H-score yontemi ile tespit edildi. Rasgele bes alan segilerek
boyanma derecesi skorlamasi yapildi. Skoru en yiiksek olan alan tespit edildi. Her
grup icinde, her X40 biiyiitme alaninda en az 100 hiicre isaretlendi. Kesitlerde,
boyanan hiicrelerin yilizdesi boyanma derecesinin kriteri olarak alindi. Semikantitatif
bir yontem kullanilarak skorlama yapildi. Boyanma derecesine gore su sekilde
smiflandi: boyanma yok (0), zayif boyanma (+1), orta boyanma (+2), giiglii boyanma
(+3). Her kesit i¢in immiinohistokimyasal boyanma skorlamasi, H-SCORE adi
verilen ve (I x PC), (I: boyanmanin derecesi, PC: her derecede boyanan hiicrelerin

yiizdesi) formiiliiyle hesaplanan bir skorlama algoritmasi kullanilarak yapildi.

H Score= (3 x giiglii boyanan ¢ekirdek yiizdesi) + (2 x orta derecede boyanan

cekirdek yiizdesi + (1X zayif boyanan ¢ekirdek yiizdesi)

3.4.3. Toluidine mavisi boyama ve prosediirii
Toluidine mavisi ile boyama myelinizasyonu gostermek ic¢in kullanilmaktadir.
Yapilan boyamada periferik sinir hiicrelerinin etrafindaki Schwan hiicrelerinin

varlig1 myelinizasyonu gostermektedir.

Preparatlara toluidine mavisi ile boyama i¢in asagidaki islemler uygulandi.

Kimyasallar Siire
Ksilol 3dk
Ksilol 4 dk
%100 lik alkol 15-20 sn
%80“lik alkol 15-20 sn
Distile su 3,5dk
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Toluidine blue (Sigma-Aldrich)
Akar su altinda yikama
%80lik alkol

%100liik alkol

Ksilol

Ksilol

Entellan ile kapatma

5 dk
1 dk
15-20 saniye
15-20 saniye
4 dk
4 dk

3.4.4. Hematoksilen-Eozin boyama ve prosediirii

Histolojik incelemede beyin korteksini ve periferik sinir olarak da siyatik siniri

inceledik. Hematoksilen-eozin boyama ile Schwan hiicrelerini ve akson hasarini

degerlendirdik.

Parafini eriyen preparatlara agsagidaki islemler uygulandi.

Kimyasallar

Ksilol

Ksilol

%100k alkol
%80lik alkol

Distile su

Harris* Hematoksilen (Merck)
Akar su altinda yikama
Eozin (Sigma-aldrich)
%80lik alkol
%100*Tik alkol

Ksilol

Ksilol

Entellan ile kapatma

Siire

3dk

4 dk

15-20 sn
15-20 sn
3,5dk

3 dk

1 dk

1dk

15-20 saniye
15-20 saniye
4 dk

4 dk

Histopatolojik iyilesmeyi 0-3 aras1 modifiye bir skala ile degerlendirdik. Kesitleri;

dort dereceli skorlama yaparak histopatolojik iyilesme de ele alinan Schwann hiicre



yogunlugu, akson hasar diizeyi ve miyelinizasyon i¢in asagidaki parametreler ile 0 ve

3 puan arasinda degerlendirdik. Buna gore:

0: Yok

1: Minimal diizeyde
2: Orta diizeyde

3: lleri diizeyde

3.5. ISTATIKSEL ANALIZ

Istatistiksel analizler icin NCSS (Number Cruncher Statistical System) 2007
(Kaysville, Utah, USA) programi kullanildi. Calisma verileri degerlendirilirken
tanimlayict istatistiksel metodlar (ortalama, standart sapma, medyan, birinci
ceyreklik, Ugiincii c¢eyreklik, frekans, yiizde) kullanildi. Nicel verilerin normal
dagilima uygunluklar1 Shapiro-Wilk testi ve grafiksel incelemeler ile sinandi.
Normal dagilim gdsteren nicel degiskenlerin ikiden fazla grup arasi
kargilagtirmalarinda tek yonlii varyans analizi ve Bonferroni diizeltmeli ikili
degerlendirmeler kullanildi. Normal dagilim gostermeyen nicel degiskenlerin ikiden
fazla grup arasi karsilastirmalarinda Kruskal-Wallis test ve Mann Whitney U test
kullanilds. Istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak kabul edildi.
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4, BULGULAR
Gruplarin rat agirliklari arasinda anlamli farklilik saptanmamaistir (p>0,05) (Tablo 3).
Ortalama rat agriliklar1 354,62+27,14 gramdir.

Tablo 3. Rat agriliklarinin gruplara gore dagilimi

Rat agirhg (gr) p
n Ort+£SD Median Min-Mak
SHAM 6 350,83+26,91 360,0 300-375 0,846
AMANTADIN 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

2K ruskal-Wallis Test

Ratlarin APO A1, BNP ve NSE degerleri Tablo 4’te verilmistir. Gruplar arasinda
Apo Al, BNP ve NSE degerleri istatistiksel olarak benzer bulundu. (p>0,05) (Tablo
4).

Tablo 4. Elisa Testi sonuglarinin dagilimi

SHAM AMANTADIN  I-R I-R/A p

“APOAl Medyan  10(08-14) 18(13-21)  16(1,239)  17(1,221) ‘0221
(ug/mL)  (Q1-Q3)

Ort+Ss 1,07+0,51 2,19+1,39 2,17+1,48 1,70+0,84
BNP Medyan 22,2(17,8- 21,8(189-328) 184 (162-21,1) 24,8(21-26,2) 20,299
(ng/L)  (Q1-Q3) 26,6)

Ort+Ss 23,1146,19  252348,58 19,21+4,23 25,07+4,39
NSE Medyan 33(2,9-45) 3,7 (2,8-4,4) 3,9 (3,4-4,4) 33(3,0-42) 0,690
(ng/mL)  (Q1-Q3)

Ort+Ss 3,69+1,04  3,74+0,90 3,93+1,04 3,25+1,06
4Kruskal-Wallis Test ®One Way Anova Test
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Histopatolojik degerlendirmeye goére bakildiginda Grup S’deki Schwan hiicre
dagilimina bakildiginda 5 ratin orta diizey ve 1 ratin ileri diizeyde oldugu goriildii.
Grup A’da ise 4 ratin orta diizey ve 2 ratin ileri diizeyde oldugu goriildi. Grup I-R’de
3 rat yok ve 3 ratta minimal diizeyde oldugu goriildii. Grup I-R/A’da ise 4 ratta
minimal diizey ve 2 ratta orta diizey oldugu goriildii (Tablo 5). Bu bulgular
degerlendirildiginde ratlarin Schwan hiicre sayisi, gruplara gore istatistiksel anlamli
farklilik gostermektedir (p=0,001; p<0,01) (Tablo 5). Bu farkliligi belirlemek igin
yaptigimiz ikili karsilagtirmalara gore I-R ve I-R/A grubunda Schwan hiicre sayisi
Grup S’ye gore anlamli derecede diisiik saptanmistir (p=0,002; p=0,018) (Tablo 5 ve
6). Grup A’da Schwan hiicre sayis1 yine I-R ve |I-R/A gruplarina gore istatistiksel
olarak anlaml diizeyde yiiksek saptanmistir (p=0,003; p=0,014) (Tablo 5 ve 6). I-
R/A grubunda Schwan hiicre sayisi I-R grubuna gore anlamli diizeyde yiiksek olarak
saptanmistir (p=0,030) (Tablo 5 ve 6).

Schwan hiicre sayisi

100%

80%

60%

40%

20%

0%
SHAM AMANTADIN I/R I/R-AMAN

WO ml m2 w3

Sekil 6. Schwan hiicre sayisindaki degisikliklerin gruplara gore dagilimi

Akson hasar1 degerlendirmesinde Grup S ve Grup A’da 4 ratta hasar yok ve 2 ratta
minimal diizeyde oldugu goriildii. Grup I-R’de ise 3 ratta orta diizey ve 3 ratta ileri
diizey hasar oldugu goriildii. Grup I-R/A’da 2 rat da hasar yok, 3 ratta minimal diizey
ve 1 ratta orta diizey hasar oldugu goriildii (Tablo 5). Ratlarin akson hasari

degerlendirildiginde, gruplara gore istatistiksel olarak anlamli  farklilik
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gostermektedir (p=0,002; p<0,01) (Tablo 5). Farklilig1 belirlemek amaciyla yapilan
ikili karsilagtirmalara gore, Grup S ve A’da ratlardaki akson hasari, I-R grubu
ratlardakilere gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik saptanmistir (p=0,003
ve p=0,003) (Tablo 5 ve 6). Grup I-R/A’deki ratlarin akson hasar1 Grup I-R’ye gore
istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik saptanmistir (p=0,006) (Tablo 5 ve 6).
Diger gruplar arasi karsilastirmalarda anlamli fark saptanmamistir (p>0,05) (Tablo 5

ve 6).

Akson hasari

100% 0 0 0
1
80% 2 2 5
60% 3
40%
20% =
0% 0
SHAM AMANTADIN I/R I/R-AMAN

mOo w1l 2 3

Sekil 7. Akson hasart artiginin gruplara gére dagilimi

Miyelinizasyon hasar1 diizeylerine bakildiginda Grup S’de 2 ratta minimal diizey, 3
ratta orta diizey ve 1 ratta ileri diizey oldugu goriildii. Grup A’da 1 ratta minimal
diizey ve 5 ratta orta diizey oldugu goriildii. Grup I-R’de 2 ratta yok ve 4 ratta
minimal diizey oldugu goriildii. Grup I-R/A’da ise 5 ratta minimal diizey ve 1 ratta
orta diizey oldugu goriildii (Tablo 5). Ratlarin miyelinizasyon degerleri, gruplara
gore istatistiksel olarak anlaml farklilik géstermektedir (p=0,007; p<0,01) (Tablo 5).
Farklilig1 belirlemek amaciyla yapilan ikili karsilagtirmalara gore, Grup I-R’nin
miyelinizasyon degeri, Grup S ve Grup A’ya gore istatistiksel olarak anlamli
diizeyde diisiik saptanmistir (p=0,016; p=0,006; p=0,027) (Tablo 5 ve 6). Grup
A’nin miyelinizasyon degerleri de Grup I-R/A’ya gore anlamli diizeyde yiiksek
saptanmigtir (p=0,027) (Tablo 5 ve 6). Diger gruplar aras1 karsilastirmalarda anlamli
fark saptanmamistir (p>0,05) (Tablo 5 ve 6).
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Miyelinizasyon

100%
80%
60%
40%
20%

0%

SHAM AMANTADIN I/R I/R-AMAN

mO0ml "2 m3

Sekil 8. Miyelinizasyon degerlerinin gruplara gore dagilimi

Ratlarin siyatik sinir kaspaz-3 degerleri, gruplara gore istatistiksel olarak anlaml
farklilik gostermektedir (p=0,001; p<0,01) (Tablo 5). Farklilig1 belirlemek amaciyla
yapilan ikili karsilagtirmalara gore, Grup S’de siyatik sinir kaspaz-3 degeri, I-R ve |-
R/A gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisik saptanmistir
(p=0,004; p=0,004; p<0,01) (Tablo 5 ve 6). Grup A’nin siyatik sinir kaspaz-3 degeri
Grup I-R ve Grup I-R/A’dan anlamli diizeyde diisiik saptanmaistir (p=0,004; p=0,004;
p<0,01) (Tablo 5 ve 6). Grup I-R/A’nin siyatik sinir kaspaz-3 degeri Grup I-R’den
anlaml diizeyde diisiik saptanmistir (p=0,004; p<0,01) (Tablo 5 ve 6). Grup S ve
Grup A arasinda anlamli farklilik saptanmamustir (p>0,05) (Tablo 5 ve 6).

37



35,0

30,0

(]

th

[=]
1

CASPAS-3 Periferik sinir
3

15,0

=

10,0

B =

T T T
SHAM AMANTADIN IR IIR-AMAN

Sekil 9. Siyatik sinir kaspaz-3 degerlerinin gruplara gore dagilimi

Ratlarin beyin korteksi kaspaz-3 degerleri, gruplara gore istatistiksel olarak anlamli
farklilik gostermektedir (p=0,001; p<0,01)(Tablo 5). Farklilig1 belirlemek amaciyla
yapilan ikili karsilagtirmalara gore, Grup S’nin beyin korteksi kaspaz-3 degeri, Grup
A, Grup I-R ve Grup I-R/A’ya gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik
saptanmistir (p=0,003; p=0,003; p=0,003; p<0,01) (Tablo 5 ve 6). Grup A’da beyin
korteks kaspaz-3 degeri Grup I-R ve Grup I-R/A’dan anlamli diizeyde diisiik
saptanmistir (p=0,004; p=0,004; p<0,01) (Tablo 5 ve 6). Grup I[-R/A’da beyin
korteks kaspaz-3 degeri Grup I-R’den anlamli diizeyde diisiik saptanmistir (p=0,004;
p<0,01) (Tablo 5 ve 6).
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Sekil 10. Beyin korteksi kaspaz-3 degerlerinin gruplara gére dagilimi
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Tablo 5. Histopatolojik degisiklerin degerlendirmeleri

SHAM AMANTADIN I-R I-R/AMAN p

Schwan 0 0(0,0) 0(0,0) 3(50,0) 0(0,0)
hiicre sayist 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) 20,001*

Ort£Ss 2,20+0,40  2,30+0,50 0,50+0,50 1,30+0,50 *
Akson hasarn 0 4 (66,7) 4 (66,7) 0(0,0) 2 (333)

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) 20,002*

Ort+Ss 0,30+0,50  0,30+0,50 2,50+0,50 0,80-+0,80 *
Miyelinizasyo 0 0(0,0) 0 (0,0 2(33,3) 0(0,0)
n 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) 40,007*

Ort£Ss 1,80+0,80  1,80+0,40 0,70+0,50 1,20+0,40 *
Kaspaz-3 Medyan(Q1-Q3) 6 (5-7) 7 (6-8) 24 (23-25)  11,5(11-12) 20,001
Siyatik Sinir Ort£Ss 6,00+0,90  7,00+0,90 25,00+3,60 11,80+1,70  *
Kaspaz-3 Medyan(Q1-Q3) 25(2-3) 6 (5-7) 32(30-33)  12,5(12-14) 20,001*
Beyin Ort+Ss *
Korteks 2,50+£0,50  6,20+1,20 32,30+3,70 12,80=+1,00
Kruskal-Wallis Test **p<0,01
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Tablo 6. Histopatolojik degisiklerin Post Hoc degerlendirme Sonuglari

Schwan Kaspaz-3 Kaspaz-3
Akson —_— - )
hiicre sayis1 Miyelinizasyon Siyatik Beyin
hasar .
artisi Sinir Korteks
SHAM ile
. 0,523 1,000 0,923 0,096 0,003**
AMANTADIN
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**
AMANTADIN ile /R  0,003** 0,003**  0,006** 0,004** 0,004**
AMANTADIN ile
0,014* 0,212 0,027* 0,004** 0,004**
I/R-AMAN
I/R ile I/IR-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 boyamasi Resim 6 de goriilmektedir.
Grup S ve Grup A’da siyatik sinir yapisi biitliinlik gostermektedir. Grup I-R’de
siyatik sinir biitiinliigli bozulmus ve sinir hiicreleri arasindaki mesafe artmistir,
hasarl1 sinir hiicre sayis1 ve akson hasari artmistir ayrica gruplar igerisinde en fazla
hasar da bu grupta goriilmektedir. Grup I-R/A’da ise Grup I-R’ye gore sinir dokusu
biitiinligli diizelmeye baslamistir, ayrica hasarli sinir hiicresi sayisinin da ciddi
derecede az oldugu goriilmektedir. Grup S ve Grup A’da hasarli sinir hiicresi sayisi
olduk¢a azdir ve Schwan hiicre sayis1 diger gruplara gore belirgin sekilde fazladir

(Resim 6).
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AMANTADIN

IR I-R/AMANTADIN

Kirmizi ok: Schwan hiicresi, Siyah ok: hasarl sinir hiicresi ve aksonlari gostermektedir.

Resim 6. Grup S, A, I-R ve I-R/A’ya ait siyatik sinir hematoksilen-eozin
preparatlari, 200X 50 scala bar.

Hematoksilen-eozin boyama ile degerlendirilen beyin korteksinde Grup S ve Grup
A’da saglikli noronlar goze garpmaktadir, Grup A’da belirgin kan damarlar1 goze
carpmaktadir. Grup I-R’de ise yogun kanama alanlar1 ve hasarli néronlar saptandi.
Grup I-R/A’da kanama alanlar1 ve hasarli ndronlarin sayisinin Grup I-R/A’ya gore az

oldugu saptandi. (Resim 7)
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Kirmizi ok: Saghklh néron, kirmizi yildiz:kan damari, sar1 ok: kanama alanlari, siyah ok: hasarh néronlar.

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

Hematoksilen-eozin preparatlari karsilastirilmasi. 200X ve 50 scala bar.

Toluidine mavisi ile boyamada gruplarin Schwan hiicre dagilimlart resim 8’de
goriilmektedir. Grup I-R’de Schwan hiicreleri Grup S’ye gore olduk¢a az sayida
saptandi. Grup I-R/A da ise Schwan hiicre sayilar1 Grup S’ye gore az olsa da Grup I-
R’ye gore fazla oldugu saptandi (Resim 8).
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SHAM

I-RAMANTADIN

IR

Kirmzi ok: Schwan hiicreleri

Resim 8. Calisma gruplarmin Toluidine blue preparatlar1,400x biiylitme 50 scala bar.

Siyatik sinirin kaspaz-3 ile boyamasi Resim 9 ‘da goriilmektedir. Kaspaz -3 boyanma
yogunlugunun Grup I-R’de en fazla oldugu saptandi. Grup I-R/A’da ise kaspaz-3
boyanma yogunlugunun Grup I-R’ye gore daha az oldugu saptandi. Boyanma
yogunlugu en az olan Grup S, daha sonra Grup A oldugu saptandi. Grup A ile Grup
S’nin yogunlugunun birbirine yakin oldugu saptandi (Resim 9).
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AMANTADIN

IR I-R/AMANTADIN

Resim 9. Sham, Amantadin, I-R VE I-R/A gruplarna ait siyatik sinir kaspaz-3 IHC

boyanmasi karsilastirilmakta. 200X biiylitme 50 scala bar.

Ratlarin beyin korteksi immunohistokimyasal olarak boyanip degerlendirildiginde ise
kaspaz-3 yogunlugu en fazla olan, dolayisi ile noronlari en fazla hasar géren grubun
Grup I-R oldugu saptandi (Resim 10). Grup I-R/A’da ise kaspaz-3 boyanma
yogunlugunun Grup I-R’ye gore daha az oldugu saptandi. Boyanma yogunlugu en az
olan yani, noron hasar1 en az olan ise Grup S ve daha sonra Grup A oldugu saptandi

(Resim 10).
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AMANTADIN

IR I-RZAMANTADIN

Resim 10. Sham, Amantadin, I-R VE I-R/A gruplarina ait beyin korteksinin kaspaz-
3 IHC boyanmasi karsilagtirilmakta. 200X biiytlitme 50 scala bar.
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5. TARTISMA VE SONUC

Calismamizda ratlarda alt ekstremite I-R uygulamasi sonrasinda santral ve periferik
sinirlerde Schwan hiicre sayisinda azalma, miyelinizasyon ve akson hasar1 olustugu
saptandi. I-R uygulamas1 6ncesi amantadin uygulanan ratlarda ise Schwan hiicre
sayisinda azalmanin hafifledigi, myelinizasyon hasar1 ve akson hasarinin azaldigi
saptand1. Bu bulgular amantadin ile I-R uygulamasinin sinirlerde olusturdugu hasarin

tyilestigini diisiindiirmektedir.

Travmatik beyin hasar1 ve norolojik hastaliklarin hem tanisinda hem de tedavisinin
takibinde biyobelirteglerin kullanimi1 6nemli yer tutmaktadir (Mrozek et al. 2014)
Apo Al negatif inflamatuar bir biyobelirtectir ve beyin omurilik sivisinda bol
miktarda bulunmaktadir (Bazarian et al. 2013, Sengupta et al. 2016) Noronal hasar
mevcudiyetinde Apo Al aktin  polimerizasyonunu, myelinizasyon ve
remyelinizasyonu aktive ederek ve noronal hasardan sonraki inflamatuar yanitlari
baskilayarak etki gostermektedir (Sengupta et al. 2016). Bazarian ve arkadaslar
(2013) travmatik beyin hasar1 gelismis hastalarda kontrol grubu hastalara gére Apo
Al diizeylerinin daha disiik saptandigini raporlamislardir. Travmatik spinal kord
hasarinda Apo A1l ve HDL diizeylerinin diistiigli bildirilmistir (Maimoun et al. 2004).
Inflamatuar siiregte TNF- o ve IL-6 bir akut faz proteini olan serum amiloid A’ nin
tretimini artirmaktadir (Cabana et al. 1989). Serum amiloid A ile HDL nin giiglii bir
etkilesimi vardir. Inflamasyon durumunda Apo A1, Serum amiloid A uyarisi ile HDL
nin yapisindan ayrilir ve diizeyi azalir (Cabana et al. 1989). Bu olaylar travmatik
kord hasarindan sonra Apo Al seviyesindeki degisimi oOzetlemektedir. Bizim
calismamizda ortalama Apo Al diizeyleri I-R hasarinda en yiiksek olarak bulunurken
amantadin uygulamasi ile kontrol grubundan daha yiiksek olsa da I-R hasar1 olan
gruptan daha diisiik ortalama Apo Al diizeyleri bulundu. Bununla birlikte tiim bu
degisiklikler istatiksel olarak anlamli degildi.
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BNP, natritiretik hormonlardan biri olarak siniflandirilan peptid yapili bir bilesiktir.
BNP, sodyum atilimini indiikleyerek giiclii bir natriiiretik, diiiretik ve vazodilator
gorevi goriir ve boylece sodyum ile su homeostazinin ve kan basimcinin
diizenlenmesine katkida bulunur. (DeVito 2014, Hodes and Lichtstein 2014) Bu
sistemik etkilere ek olarak serebral kan akimini diisiiriicii etkisi vardir ve akut beyin
hasar1 durumunda plazmada seviyeleri yiikselir (Sviri et al. 2006). Yapilan
caligmalarda BNP'min, hasar durumunda beynin tepkisine yonelik endojen bir
mekanizmanin pargasi oldugu sonucuna varilmistir. Boylece plazma BNP seviyeleri
inme hastalarinda olaymn ciddiyetini belirlemede ve klinik takibinde kullanilabilir
(Gonick ve Buckalew 2015). Yiiksek BNP seviyeleri, travma ve inme hastalarinda
kotii bir klinikle iligkilidir ve akut iskemik inmenin ciddiyetini ve enfarktiis alaninin
genisligini yansitan yararli bir biyobelirteg olabilir (Sviri et al. 2006, Montaner et al.
2012). Modrego ve arkadaslari yaptiklar1 c¢alismada plazma BNP seviyelerinin
iskemik veya hemorojik beyin o6demi patafizyolojisi ile iligkili oldugunu
bulmuslardir (Modrego et al. 2008). Abdel-Rahman ve arkadaslar1 (2020) yaptiklar
deneysel beyin I-R modelinde safran’in ndroprotektif etkisini degerlendirmis ve BNP
degerlerinin I-R grubunda yiiksek olup, safran verilen ratlarda daha diisiik oldugunu
gormiiglerdir. BNP seviyelerinin diisiik olmasi ile de safranin ndroproteksiyon
sagladig1 sonucuna varmiglardir. Deneysel subaraknoid kanama (SAK) modelinde
12. saat BNP diizeyleri kontrol grubu ve SAK grubundaki ratlarda benzer olarak
kaydedilmistir (Kojima et al. 2005) Lee ve arkadaglari travmatik beyin hasarmin
kalp tizerine etkilerini arastirdiklar1 deneysel ¢alismalarinda hem kontrol grubunda
hem de travmatik beyin hasar1 olusturulan grupta 1, 4, 7 ve 14. giinlerde BNP
diizeylerinin benzer oldugunu raporlamiglardir. (Lee et al. 2020). Bizim
calismamizda ortalama BNP diizeyleri I-R hasarinda en diisiik olarak bulunurken
amantadin uygulamas1 I-R hasar1 olan gruptan daha yiiksek bulundu. Bununla

birlikte tiim bu degiskenler anlamli degildi.

NSE, santral ve periferik néronlardaki glikolitik enolaz izoenziminden biridir. NSE,
iskemi, hipoksi, cesitli metabolik, inflamatuar, proliferatif, otoimmiin ve
norodejeneratif hastaliklarla iliskilendirilmistir (Bae et al. 2012, Hafner et al. 2012,
Sawhney et al. 2015). Noronal bir hiicre hasarlandiginda NSE yapist bozulmus olan
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hiicre zarindan gecerek ekstraseliiler alana geger. Normal sartlarda BOS’ta ve
plazmada diisiik seviyelerde bulunan NSE diizeyi serebrovaskiiler olaylarda artar
(Hay et al. 1984, Steinberg et al. 1984). Serebrovaskiiler olay sonrasinda BOS
orneklemek pratik bir yontem olmayacagindan plazma NSE seviyesi 6l¢iimiiniin
daha pratik bir yontem oldugu kabul edilmistir (Cunningham et al. 1991). Iskemik
inme hastalarinda serebral néronal hasarin ilk haftalarinda plazma NSE diizeylerinde
artis oldugu goriilmiis ve iskemik serebrovaskiiler olaylarda iskemik hasarin
kantitatif bir belirleyicisi olarak kullanilabilecegi sOylenmistir (Cunningham et al.
1996, Wunderlich et al. 1999). Cao ve arkadaslar1 (2008) spinal kord hasari
olusturduklar1 hayvan modelinde NSE degerlerinin plazma ve BOS’ta yiiksek
saptandigini  gdstermislerdir. Bizim calismamizda ortalama NSE diizeyleri I-R
hasarinda en yiiksek olarak bulunurken amantadin uygulamasi ile I-R hasari olan
gruptan daha diisiik bulundu. Bununla birlikte tiim bu degisiklikler istatiksel olarak

anlamli degildi.

Kan akisinin iskemik bir dokuya yeniden yonlendirilmesinden kaynaklanan iskemi-
reperfiizyon, hem iskemiye direk maruz kalan organi hem de akciger, karaciger,
bagirsak, kalp ve ince barsak gibi uzak organlari igerecek sekilde bir hasar meydana
getirir ki nihayetinde c¢oklu organ yetmezligine neden olur. Alt ekstremite I-R
hasarinin uzak organ disfonksiyonlarini indiikledigi bilinmektedir (Chang et al. 2016,
Gokalp ve ark. 2020, Ozdemirkan ve ark. 2021) Cesitli alt ekstremite I-R
modellerinde uzak organ olarak akcigerlerde olusan hasar histopatolojik olarak
kanitlanmistir (Takhtfooladi et al. 2006, Sun et al. 2007). Kartal ve ark., yaptiklar1 alt
ekstremite [-R  hasarinin  karaciger {izerine olan olumsuz etkilerine
deksmedetomidinin koruyucu etkilerini arastirdiklar1 calismalarinda; serumda
karaciger spesifik biyomarkirlarin I-R uygulamasindan sonra yiikseldigini,
deksmedetomidin tedavisi ile bu serum biyomarker diizeylerinin anlamli olarak
diistiigiinii saptamislardir. Immunohistokimyasal incelemede kaspaz-3 pozitifliginin
[-R hasart grubunda daha fazla oldugunu, deksmedetomidin uygulanan grupta
anlamli  sekilde kaspaz-3 pozitifliginin azaldigim1  raporlamiglardir.  Yine
histopatolojik olarak I-R uygulanan grupta olusan hasarin deksmedetomidin ile

azaldigim kanitlamiglardir. Yazarlar bu sonuglar ile alt ekstremite I-R hasarinin
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karaciger iizerinde olan olumsuz etkilerine kars1 deksmedetomidinin koruyucu etkiye
sahip oldugunu raporlamiglardir (Kartal ve ark. 2021) Chen ve arkadaslar1 (2021)
deneysel spinal kord hasar1 modelinde kaspaz-3 diizeylerinin hasara paralel olarak
yiikseldigini gdstermislerdir.  Timokinin ve alfatokoferoliin alt ektremite I-R
hasarinin  siyatik sinir ve femoral kas iizerine olumsuz etkilerine karsi
koruyuculugunun arastirildig1 bir deneysel calismada, immunhistokimyasal olarak i-
R hasarinda kaspaz-3 pozitifliginin arttigi ve ilag uygulamasi ile kaspaz-3
pozitifliginin ve histopatolojik hasarin anlamli olarak azaldig: bildirilmistir (Erkut ve
ark. 2016). Karabag ve Kogarslan yaptiklari deneysel alt ekstremite I-R hasar
calismalarinda; I-R sonrasinda beyinde olusan hasarm timokinin ve silimarin
uygulanmasi ile histopatolojik olarak azaldigini ve her iki ilacin da beyin {izerine
koruyucu etkilerinin oldugunu saptamislardir (Karabag ve ark. 2020). Bizim
calismamizda da I-R sonrasinda kaspaz-3 diizeylerinin ve histopatolojik hasarm hem
beyin dokusunda hem de siyatik sinirde arttigi, amantadin uygulamasi ile kaspaz-3

diizeylerinde ve histopatolojik hasarda azalma tespit edilmistir.

Noroproteksiyon saglayan farmakolojik yontemler ile beyin dokusunda olusmus olan
hasar azaltilabilmektedir, fonksiyonel norodefisitler iyilesebilmektedir (Saniova et al.
2004). Glutamat eksitator etkili bir ndrotransmitterdir ve kafa travmasindan hemen
sonra yiiksek diizeylerde Ol¢iilmiistiir. Travmatik beyin hasar1 sonrasinda NMDA
reseptor aktivasyonunun arttig@i goriilmistiir (Yamamoto et al. 1999); ki bu durumun
noron harabiyetine katkida  bulundugu  bildirilmistir. NMDA  reseptor
antagonistlerinin bu yolla ndroprotektif etkili oldugu gosterilmistir (Mclntosh et al.
1998). Deneysel c¢aligmalarda NMDA antagonistlerinin, oksidan etkiyi azaltip
antioksidan aktiviteyi arttirarak cesitli organ ve dokularda I-R hasarma karsi
koruyucu etki gosterdikleri gosterilmistir (Camara-Lemarroy et al. 2009, Ozdemir ve
ark. 2013,) Deneysel calismalarda NMDA reseptor antagonisti olan memantin ve
ketaminin I-R hasar1 sonrasinda cesitli dokularda olusan hasara kars1 koruyucu
oldugu raporlanmistir (Gorgiilii 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 reseptorlerine antagonistik etkisiyle ketaminin

ndroproteksiyon sagladigi raporlanmistir (Fujikawa et al 1995, Hoffman et al. 1992).
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Erdo ve Schafer yaptiklar rat kortikal hiicre kiiltiirii ¢alismasinda memantinin
NMDA reseptorii antagonistik etkisi ile ndroprotektif oldugunu bildirmislerdir (Erdo
and Schafer 1991). Chen ve arkadaslar1 (1992) yaptiklar1 ¢alismada rat kortikal
noron ve retinal ganglion hiicre kiiltiirlerinde NMDA reseptor iliskili norotoksisite
olusturmuslar ve memantinin bu norotoksik hasar1 6nledigini kanitlamislardir. Kafa
travmasindan sonra ilk saatlerde beyin omurilik sivisinda dopamin seviyeleri
azalmaktadir (Meythaler et al. 2002); ki bu da uyanmada gecikme ve norolojik
defisitle iliskilendirilmistir (Napolitano et al. 2005). Dopaminin salinimini arttirarak
veya re-uptake’ini inhibe ederek etki gosteren dopaminerjik etkili ilaglar, retikiiler
aktive edici sistem lizerinde stimiile edici etkiye yol acarak uyaniklik ve dikkati
saglamada iyilesmeye yol acarlar (Cossu 2014). Amantadin hem NMDA reseptor
antagonist etkiye hem de direk olarak dopaminerjik agonistik etkiye sahiptir ve bu
ozellikleriyle noroproteksiyon saglamaktadir (Meythaler et al. 2002, Giacino JT et al
2012). Deneysel hayvan caligmalarinda amantadinin travmatik beyin hasarinda
noroprotektif etkileri kanitlanmistir (Wang et al. 2014, Okigbo et al. 2019). Xiao ve
arkadaslar1 (2017) yaptiklari deneysel modelde amantadinin hipokampal kesitlerde
kortikosteron ile indiiklenen CA3-CAl yolaginin anormal glutamaterjik sinaptik
iletiminde oksidatif stresi azalttigi ve bunu antioksidan Ozellikteki enzim
aktivitelerini diizenleyerek yaptigi ve boylece noroprotektif etki olusturdugunu
bildirmislerdir. Amantadinin bu etkiyi hiicre igine Ca* girisini azaltarak ve
apopitozisi Onleyerek yaptigini one slirmiislerdir. Lustig ve arkadaslari (1992) ise
yaptiklar1 benzer bir calismada rat kortikal néron hiicre kiiltiirlinde amantadinin
NMDA reseptor iliskili noroprotektif etkisini gostermislerdir. Dogan ve Karaca
deneysel spinal kord hasar1 olusturduklar ratlar iizerinde yaptiklar1 ¢alismalarinda
amantadinin spinal kod hasarinda oksidatif stres cevabi azaltarak, anjiyogenezi
indiikleyerek, inflamasyonu ve apoptozisi etkileyerek néroprotektif etkiye sahip
olabilecegini bildirmislerdir (Dogan ve Karaca 2020). Karsit olarak, serebral I-R
hasar1 olusturulan baska bir deneysel calismada ise amantadinin akut donemde
apoptozis ilizerine etkisinin olmadig1 kaydedilmistir (Giindiiz ve ark. 2021). Orhan ve
arkadaslar1 (2021) yaptiklar1 deneysel alt ekstremite I-R modelinde uzak organ
olarak akcigerlerde olusan hasarin amantadin uygulamasi ile histopatolojik olarak

diizeldigini bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda alt ekstremiteye I-R uygulandiktan
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sonra santral ve periferik sinir hiicrelerinde hasar olustugu immunohistokimyasal ve
histopatolojik olarak gosterildi. Amantadin tedavisi ile olusan bu hasarin
immunohistokimyasal ve histopatolojik olarak azaldiginin gosterilmesi bize

amantadinin ndroprotektif etkinligini diisiindiirmektedir.

Infrarenal abdominal aortaya klemp konularak olusturdugumuz 240 dakikalik alt
ekstremite I-R hasar1 modelinde; beyin ve siyatik sinir hiicrelerinin alt ekstremite I-R
hasarinda immunohistokimyasal ve histopatolojik olarak olumsuz etkilendigi Schwan
hiicre sayisinda azalma, myelinizasyon ve akson hasari ile saptandi. Olusan hasar
45mg/kg dozda uygulanan amantadin ile azalmaktadir. Sonug¢ olarak bir NMDA
reseptor antagonisti ve dopamin reseptorlerine agonistik etkili olan amantadin alt
ekstremite I-R hasarinmn santral ve periferik sinir sistemi hiicrelerine olan olumsuz

etkilerine kars1 ndroprotektif 6zellik gostermektedir.
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