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ÖZET 

 

RATLARDA ALT EKSTREMİTE İSKEMİ REPERFÜZYON HASARINDA 

AMANTADİNİN FARKLI DOZLARININ AKCİĞER DOKUSUNDAKİ 

ETKİLERİNİN KARŞILAŞTIRILMASI 

 

AMAÇ: İskemi/reperfüzyon (İ/R) hasarı, abdominal aort cerrahisi sonrasında sıkça 

görülen bir komplikasyondur. Literatürde N-Metil D-Aspartat (NMDA) 

antagonistlerinin çeşitli doku ve organlarda, iskemi/reperfüzyon hasarına karşı 

koruyucu etkileri gösterilmiştir. Çalışmamızda, bir NMDA antagonisti olan 

amantadinin farklı dozlarda uygulanmasının ratlarda alt ekstremite İ/R hasarı 

sonrasında akciğer dokusu üzerindeki etkilerinin araştırılmasını amaçladık. 

 

METOD: Etik kurul onayı alındıktan sonra, ağırlıkları 250-330 gram (g) arasında 

değişen toplam 36 adet wistar cinsi rat rastgele 6 gruba ayrıldı. Gruplar; Sham grubu 

(Grup Sham, n=6), Amantadin 90 grubu (Grup A-90, n=6), Amantadin 135 grubu 

(Grup A-135, n=6) İskemi/Reperfüzyon grubu (Grup İ/R, n=6), İ/R+Amantadin 90 

grubu (Grup İ/R-A 90, n=6), İ/R+Amantadin 135 grubu (Grup İ/R-A 135, n=6) olarak 

belirlendi. Anestezi uygulamadan önce tartılan tüm ratlara 100 mg/kg ketamin, 15 

mg/kg ksilazin intraperitoneal (i.p) uygulanarak anestezileri sağlandıktan sonra 

intravenöz kanülasyon yapıldı ve abdominal bölgeleri cerrahi insizyondan önce tıraş 

edildi. Tüm gruplarda anestezi uygulandıktan sonra ve cerrahi uygulamadan önce 15 

dk beklendi. Grup Sham’da orta abdominal insizyon yapıldı fakat herhangi bir 

müdahale yapılmadı. Grup A-90’da amantadin 90 mg/kg intraperitoneal yolla 

verildikten sonra orta abdominal insizyon yapıldı fakat herhangi bir müdahale 

yapılmadı. Grup A-135’de amantadin 135 mg/kg i.p. yolla verildikten sonra orta 

abdominal insizyon yapıldı fakat herhangi bir müdahale yapılmadı. Grup İ/R’de orta 

abdominal insizyon yapılarak infrarenal abdominal aorta eksplore edildi. Aortaya 

atravmatik mikrovasküler klemp uygulandı. 120 dakikalık iskemi süresinden sonra 

atravmatik vasküler klemp uzaklaştırıldı ve 120 dakika reperfüzyon uygulandı. Grup 

İ/R-A 90’da amantadin 90 mg/kg i.p. yolla uygulandıktan sonra orta abdominal 

insizyon yapılarak infrarenal abdominal aorta eksplore edildi. Aortaya atravmatik 
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mikrovasküler klemp uygulandı. 120 dakikalık iskemi süresinden sonra atravmatik 

vasküler klemp uzaklaştırıldı ve 120 dakika reperfüzyon uygulandı. Grup İ/R-A 

135’de amantadin 135 mg/kg i.p. yolla uygulandıktan sonra, orta abdominal insizyon 

yapılarak infrarenal abdominal aorta eksplore edildi. Aortaya atravmatik 

mikrovasküler klemp uygulandı. 120 dakikalık iskemi süresinden sonra atravmatik 

vasküler klemp uzaklaştırıldı ve 120 dakika reperfüzyon uygulandı. Deneyin sonunda 

ratlar sakrifiye edilerek akciğer doku örnekleri alındı. Akciğer dokusunda, katalaz 

(CAT), süperoksit dismutaz (SOD), malondialdehit (MDA) düzeyleri çalışıldı. Ayrıca 

akciğer dokusunda histopatolojik olarak nötrofil/lenfosit infiltrasyon ve alveol duvar 

kalınlığı skorları incelendi. 

 

BULGULAR: Toplam 36 denekten oluşan 6 gruptaki ratların ağırlıkları benzerdi. 

SOD ve CAT düzeyleri Grup İ/R’de Grup Sham’a göre yüksek tespit edildi. Grup İ/R-

A 90 ve Grup İ/R-A 135 SOD ve CAT düzeyleri, hem Grup İ/R’ye hem de Grup 

Sham’a göre yüksekti fakat akciğer doku SOD ve CAT düzeyleri bakımından gruplar 

arasında fark saptanmadı (sırasıyla p=0.400, 0.063). Doku MDA düzeyleri Grup 

İ/R’de tüm gruplara göre yüksek tespit edildi. Grup İ/R-A 90 ve Grup İ/R-A 135 MDA 

düzeyleri, hem Grup İ/R hem de Grup Sham’a göre düşüktü ancak enzim düzeyleri 

açısından hiçbir grup arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark yoktu (p=0,209). 

 

Histopatolojik olarak yapılan incelemede; Grup İ/R  nötrofil/lenfosit infiltrasyon 

skoru, Grup Sham, Grup A-90 ve Grup A-135’e göre istatistiksel olarak anlamlı 

derecede daha yüksekti (sırası ile p=0.002, 0.002, 0.002). Grup İ/R-A 90 ve Grup İ/R-

A 135’de ise Grup İ/R’ye göre daha düşüktü, fakat anlamlı farklılık tespit edilmedi. 

Akciğer doku alveol duvar kalınlaşma skor düzeyleri; Grup İ/R’de Grup Sham, Grup 

A-90, Grup A-135 ve Grup İ/R-A 135’e göre istatistiksel olarak daha yüksek tespit 

edildi (sırası ile p=0.002, 0.002, 0.002, 0.002). Grup İ/R-A 90 düzeyi de Grup İ/R’ye 

göre daha düşüktü fakat istatistiksel olarak anlamlı değildi. 
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SONUÇ: Biz bu çalışmada, akciğer dokusu biyokimyasal değerleri arasında 

istatistiksel olarak anlamlı fark bulamasak da akciğer dokusunun histopatolojik olarak 

İ/R hasarından etkilenmiş olduğunu ve amantadin kullanımıyla bu hasarın daha az 

olduğunu gözlemledik. Özellikle alveol duvar kalınlaşma skor düzeyleri 

incelendiğinde; Grup İ/R-A 135 ile İ/R hasarı oluşturmadığımız Grup Sham arasında 

istatistiksel bir fark bulamadık. Aynı zamanda Grup İ/R-A 135 alveol duvar kalınlaşma 

skor düzeylerini Grup İ/R’ye göre anlamlı derecede düşük bulduk. Bu sonuçlara göre 

çalışmamızda, İ/R hasarının düzeltilmesinde amantadinin 135 mg/kg uygulamasının 

90 mg/kg uygulamasına göre daha faydalı olduğunu tespit ettik. Amantadin ile ilgili 

yapılan İ/R hasarına bağlı uzak organ hasarı çalışmalarında farklı sonuçlar olmakla 

birlikte bu konuyla ilgili daha çok çalışmaya ihtiyaç vardır. 

 

Anahtar kelimeler: İskemi/reperfüzyon, amantadin, alt ekstremite, akciğer dokusu 
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ABSTRACT 

 

COMPARISON OF THE EFFECTS OF DIFFERENT DOSES OF 

AMANTADINE ON LUNG TISSUE IN LOWER EXTREMITY ISCHEMIA 

REPERFUSION INJURIES IN RATS 

 

AIM: Ischemia/reperfusion (I/R) injury is a common complication after abdominal 

aortic surgery. In the literature, protective effects of N-Methyl D-Aspartate (NMDA) 

antagonists against ischemia/reperfusion injury in various tissues and organs have been 

shown. In our study, we aimed to investigate the effect of different doses of 

amantadine, an NMDA antagonist, on lung tissue after lower extremity I/R injury in 

rats. 

 

METHOD: After approval of the ethics committee, 36 wistar rats weighing between 

250-330 grams (g) were randomly divided into 6 groups. Groups were defined as; 

Sham group (Group Sham, n=6), Amantadine 90 group (Group A-90, n=6), 

Amantadine 135 group (Group A-135, n = 6) Ischemia/Reperfusion group (Group I/R, 

n=6), Ischemia/Reperfusion + Amantadine 90 group (Group I/R-A 90, n=6), 

Ischemia/Reperfusion + Amantadine 135 group (Group I/R-A 135, n=6). All rats 

weighed before anesthesia were anesthetized with 100 mg / kg ketamine, 15 mg / kg 

xylazine intraperitoneally (i.p) and then intravenous cannulation was performed and 

abdominal areas were shaved before surgical incision. Waiting for 15 minutes after 

anesthesia in all groups and before surgery. A middle abdominal incision was 

performed in Group Sham but no intervention was performed. In Group A-90, a mid 

abdominal incision was made after amantadine 90 mg/kg was given intraperitoneally, 

but no intervention was performed. In Group A-135, a mid abdominal incision was 

made after amantadine 135 mg/kg was given intraperitoneally, but no intervention was 

performed. In Group I/R, infrarenal abdominal aorta was explored by a mid abdominal 

incision. Atraumatic microvascular clamp was applied to the aorta. Atraumatic 

vascular clamp was removed after 120 minutes of ischemia and reperfusion was 

performed for 120 minutes. In Group I/R-A 90 after 90 mg/kg i.p amantadine was 

administered, a mid abdominal incision was made and the infrarenal abdominal aorta 
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was explored. Atraumatic microvascular clamp was applied to the aorta. Atraumatic 

vascular clamp was removed after 120 minutes of ischemia and reperfusion was 

performed for 120 minutes. In Group I/R-A 135 after 135 mg/kg i.p amantadine was 

administered, a mid abdominal incision was made and the infrarenal abdominal aorta 

was explored. Atraumatic microvascular clamp was applied to the aorta. Atraumatic 

vascular clamp was removed after 120 minutes of ischemia and reperfusion was 

performed for 120 minutes. At the end of the experiment, rats were sacrificed, and lung 

tissue samples were taken. In lung tissue, catalase (CAT), superoxide dismutase 

(SOD), malondialdehyde (MDA) levels were studied. In addition, 

neutrophil/lymphocyte infiltration and alveolar wall thickness scores were evaluated 

histopathologically. 

 

RESULTS: The weights of the rats were similar in 6 groups of 36 subjects. SOD and 

CAT levels were higher in Group I/R than Group Sham. SOD and CAT levels in Group 

I/R-A 90 and Group I/R-A 135, were higher than Group I/R and Group Sham, but no 

difference was found between the groups in terms of lung tissue SOD and CAT levels 

(p=0.400, 0.063, respectively). Tissue MDA levels were higher in Group I/R than in 

all groups. MDA levels of Group I/R-A 90 and Group I/R-A 135 were lower than both 

Group I/R and Group Sham, but there was no statistically significant difference 

between the groups in terms of enzyme levels (p=0,209). 

 

Histopathological examination of the lung tissue has revealed the fact that the Group 

I/R neutrophil/lymphocyte infiltration score was significantly higher than Group 

Sham, Group A-90 and Group A-135 (p=0.002, 0.002, 0.002, respectively). Group I/R-

A 90 and Group I/R-A 135 were lower than Group I/R, but no significant difference 

was detected. Lung tissue alveolar wall thickening score levels; Group I/R was 

significantly higher than Group Sham, Group A-90, Group A-135 and Group I/R-A 

135 (p=0.002, 0.002, 0.002, 0.002, respectively). Group I/R-A 90 level was also lower 

than Group I/R but it was not statistically significant. 

 

CONCLUSION: In this study, although we could not find a statistically significant 

difference between lung tissue biochemical values, we observed that lung tissue was 



xvi 

histopathologically affected by I/R damage and that the damage was less with 

amantadine use. Especially when the alveolar wall thickening score levels were 

examined; We could not find any statistical difference between Group I/R-A 135 and 

Group Sham in which we did not cause I/R damage. At the same time, we found that 

Group I/R-A 135 alveolar wall thickening scores were significantly lower than Group 

I/R. According to these results; in the correction of İ/R damage, 135 mg/kg 

administration of amantadine was more beneficial than 90 mg/kg. Although there were 

different results in the studies of distant organ damage due to I/R damage related to 

amantadine, further studies are needed on this subject. 

 

Keywords: Ischemia/reperfusion, amantadine, lower extremity, lung tissue. 
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1. GİRİŞ 

 

İskemi, dokunun oksijen ve diğer metabolitlere olan ihtiyacının dolaşım tarafından 

sağlanamaması ve oluşan artık ürünlerin uzaklaştırılamaması olarak tanımlanır 

(Majino and Jorris 1995). Reperfüzyon, iskemi sonucu doku veya organda oluşan 

enerji ihtiyacının giderilmesi ve zararlı metabolitlerin uzaklaştırılması için doku ya da 

organa yeniden kan akımının sağlanması olayına denir. Ancak, iskemik dokunun 

reperfüzyonu dokuda paradoksal olarak sadece iskemi ile oluşan hasara göre çok daha 

ciddi zarara yol açar (Zimmerman and Granger 1992, Montalvo-Jave et al 2008). Alt 

ekstremite iskemi ve reperfüzyonu sık karşılaşılan ve klinik açıdan önemli bir olaydır. 

Reperfüzyonla birlikte serbest oksijen radikalleri ve inflamatuar mediatörlerin etksiyle 

hem lokal hem de sistemik hasar oluşumu başlamış olur (Prem et al. 1999, Klausner 

et al. 1989). Reperfüzyonda çok çeşitli serbest oksijen radikalleri (SOR) üretilir. En 

sık gözlenen süperoksit, hidrojen peroksit (H2O2) ve peroksinitrit gibi reaktif azot 

türlerinin artışıdır (Datta et al. 2013). 

Alt ekstremitelerde akut İ/R hasarı, özellikle aort cerrahisinde abdominal aortaya 

geçici süre kros-klemp uygulanması sırasında, tek veya çift taraflı akut femoral arter 

tıkanıklıklarında ortaya çıkmaktadır (Yardım Akaydın S. ve ark. 2006, Carden and 

Granger 2000). Özellikle alt ekstremite iskemi/reperfüzyon (İ/R) sonrasında oluşan 

uzak organ hasarında, akciğerler hedef organ konumundadır ve bu durum klinik olarak 

önem taşımaktadır (Yassin et al. 2002). İ/R sırasında oluşan akciğer hasarının 

etyopatogenezine ve önlenmesine yönelik çalışmalar günümüzde devam etmektedir. 

İ/R’ye bağlı akciğer hasarının patogenezinde serbest radikal ve antioksidan enzimlerin 

rolünün belirlenmesi; antioksidan tedavi denemelerini gündeme getirmiştir (Özer ve 

ark. 2005, Koltuksuz ve ark. 1999). 

Amantadin NMDA reseptör antagonistleri grubundan bir ajandır. NMDA reseptör 

antagonistlerinin çeşitli dokularda (beyin, böbrek, myokard, iskelet kasında) İ/R 

hasarına karşı koruyucu etkileri olduğu gösterilmiştir (Himmelseher and Durieux 

2005, Lee et al. 2004, Kato and Foex 2002). Amantadinin farklı dozlarının alt 

ekstremite İ/R hasarında akciğer dokusuna olan etkilerine dair literatürde yapılmış 

çalışma bulunmamaktadır.  
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Çalışmamızda; amantadinin 135 mg/kg ve 90 mg/kg dozlarının ratlarda oluşturulan alt 

ekstremite İ/R hasarından sonra akciğer dokusundaki etkisi biyokimyasal olarak 

dokuda CAT, SOD, MDA düzeyleri üzerinden değerlendirildi. Histopatolojik hasarı 

belirlemek için dokular hematoksilen-eozin boyası ile boyanıp ışık mikroskobunda 

değerlendirildi.  
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. İSKEMİ  

Klinik tıpta hücre zedelenmesinin en sık görülen tipidir (Kumar et al. 2007). İskemi, 

arteriyel veya venöz kan akımının azalmasına ya da tamamen kesilmesine bağlı olarak 

organların ve dokuların yetersiz perfüzyonu sonucu oksijenden yoksun kalmasıdır 

(Jennings and Reimer 1991). İskemi sonucu hücresel enerji depolarının tükenmesi, 

iskemik kaskat denilen olaylar zincirini başlatır. Oksijensiz kalan hücrede, 

mitokondrial elektron transportu ve oksidatif fosforilasyon kapasitesi giderek azalır. 

Adenozin trifosfat (ATP) sentezi durmasına karşın, ATP kullanımı ve ATP hidrolizi 

sonucu oluşan adenozin difosfat (ADP) düzeyi artmaktadır (Zimmerman et al. 1992, 

Grace 1994). Hücre içi ATP’deki azalma adenozin monofosfat (AMP) düzeylerinin 

artışına, o da fosfofruktokinaz enzim aktivitesini arttırarak aerobik glikolizde elde 

edilen enerjinin %7’sini ancak sağlayabilen anaerobik glikolizi arttırır. Bu da hücre 

içinde laktik asit ve inorganik fosfatların artışıyla hücresel asidoza neden olur. 

Granüllü endoplazmik retikulumdaki ribozomların ayrılması ile protein sentez 

fonksiyonu bozulur. Enerji açığı ve membran geçirgenliğinin bozulması ile hücre 

membran yapısında bozulmalar meydana gelir. AMP yıkımı ile sırasıyla adenozin, 

inozin ve hipoksantin oluşur (Ichimiya et al. 1998).  ATP depoları tükenen hücrede 

aktif sodyum (Na+) transport pompaları (Na+/K+ ATPaz, Na+/Ca+2 ve Na+/ H+ değişim 

sistemleri) bozulur ve hücre içine Na+, Cl-, Ca+ 2 girişi başlar. Ca+ un hücre içi artışı 

toksik etkiler doğurur (Şekil-1). Na+ beraberinde izoosmotik etkiyle suyu hücre içine 

çekerek hücresel şişmeye sebep olur (Kumar et al. 2017, Chan et al. 2018). 
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Şekil 1: İntrasellüler Ca’nın toksik etkileri (Kumar et al. 2017) 

İskemi döneminde ATP üretimi durduğu halde kullanımı devam ettiği için ATP’den 

AMP ve adenozin oluşur. Adenozin, hızla hücre dışına difüze olur, inozin ve 

hipoksantine parçalanır. Dolayısıyla, iskemi sonucu yüksek enerjili fosfat 

bileşiklerinin (ATP) yıkımı, dokuda ksantin ve hipoksantin gibi pürin metabolitlerinin 

birikimine ve ksantin dehidrojenazın (KDH) ksantin oksidaza (KO) dönüşümüne yol 

açar. Normal şartlarda hipoksantin ürik asite metabolize olur ve bu reaksiyonda 

elektron alıcı NAD+’dır (NAD’ın okside formu). Ancak hipoksi ya da iskemi 

nedeniyle KDH, KO’ya dönüştüğünden hipoksantinin ürik asite dönüşümü KO 

tarafından gerçekleşir ve bu reaksiyonda ise elektron alıcı olarak moleküler oksijen 

kullanılır (Parks et al. 1988). Hipoksantin dokuda aşırı seviyelere çıkar. Reperfüzyonla 

oksijen tekrar sunulduğunda fazla miktardaki hipoksantinin KO tarafından 

dönüştürülmesi toksik serbest radikal oluşumu ile sonuçlanır (Toyokuni 1999). 

İskeminin düzelmesine rağmen mitokondri fonksiyonlarında kalıcı kayıp ve hücre 

membranı fonksiyonlarında ileri seviyede bozulma irreversibl hasar oluştuğunun 

göstergesidir (Hensley et al. 2000, Droge 2002) (Şekil-2). 
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Şekil 2: Doku oksijenasyonunun azalmasının sonuçları (Mc Cance et al. 2013) 

 

2.2. REPERFÜZYON 

Bir organ veya dokuda bozulmuş kan akımının normal hale gelmesine reperfüzyon 

denir (Carden and Grander 2000) fakat, iskemik dokunun reperfüzyonu dokuda 

yalnızca iskemi ile oluşan hasara göre çok daha ciddi bir hasara neden olur 
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(Zimmerman and Granger 1992). Reperfüzyonla birlikte inflamatuar yanıt başlar. Bu 

inflamatuar sürece makrofajlar, endotel hücreleri, nötrofiller, lenfositler, trombositler, 

parankimal hücreler ve ayrıca hücresel olmayan kompleman sistemi, kan pıhtılaşma 

kaskadı, reaktif oksijen türleri (ROS), nitrik oksit (NO), proinflamatuar ve 

antiinflamatuar sitokinler, elementler, mediatörler dahil olur ve mikrovasküler 

perfüzyon bozulur (Buja 2010, Jaeschke 2003). Oluşan serbest radikaller sistemik 

dolaşıma yayılarak, çoklu organ hasarına neden olur (Zhao et al. 2008, İnan ve ark. 

2013). Hasar reversibl seviyede ise enerji depoları tekrar doldurularak, hücresel 

dejenerasyon düzeltilir ve homeostazis sağlanır. Ancak reperfüzyonun kendisi, 

iskeminin neden olduğu hasardan daha ciddi hasarlara neden olarak irreversibl hasara 

yol açabilir (Collard and Gelman 2001). İskemi sonrasında, iskemik dokudaki serbest 

radikallerin en önemli kaynağı KO enzimidir (Grace 1994, Terzi ve ark. 2000). 

Reperfüzyonla dokuya bolca O2 molekülü gelir. Hücre içi Ca+2 iyonu artışı nedeni ile 

KDH enzimi KO’ya dönüşür. KDH hipoksantini ksantine ve daha sonrasında ürik 

aside çevirirken indirgeyici ajan olarak FAD (flavin adenin dinükleotid) kullanırken; 

KO O2’den süperoksit (O2
-) ve hidrojen peroksit (H2O2) oluşumuna neden olur 

(Orrenius et al. 1996, Salvemini and Cuzzocrea 2002).  Reperfüzyon hasarına en 

hassas yapılar; zar lipidleri, proteinler, nükleik asitler ve deoksiribonükleik asitlerdir 

(Wilhelm 1990) (Şekil 3). 

 

Şekil 3: Serbest oksijen radikallerinin hücre hasarındaki etkileri (Kumar et al. 

2017) 
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2.3. İSKELET KASINDA İSKEMİ/REPERFÜZYON HASARI 

İskemi/reperfüzyon (İ/R) hasarı; yetersiz O2 sunumu ile başlayan, nötrofil ve serbest 

oksijen radikalleri (SOR)’nin rol oynadığı steril inflamatuar yanıtla devam eden 

patolojik bir durumdur (Dammers et al. 2001, Alizan et al. 2006, Tokito and Silva 

2005, Duru ve ark. 2005) (Şekil 4). Abdominal aorta ve alt ekstremite arterlerinin 

cerrahi girişimler sırasında klemplenmesi distalde iskemiye neden olmaktadır. 

Klempin açılarak distal kan akımının tekrar sağlanması lokal, uzak doku ve organlarda 

reperfüzyon hasarıyla sonuçlanmaktadır (Boğa 2009). Organizmanın iskemiye verdiği 

cevap, hücre türüne ve iskemi süresine göre değişir. İnsan kas hücresinde hücresel 

fonksiyon bozuklukların başladığı iskemi süresi yaklaşık 2 saat iken, ince barsakta bu 

süre yaklaşık 30 dk’dır. Fizyolojik ve anatomik çalışmalarda kas dokusunda 3 saatlik 

iskemi sonrası geri dönüşümsüz hücresel hasarın başladığı ve yaklaşık olarak 6. saatte 

neredeyse tamamlandığı gösterilmiştir (Alizan et al. 2006, Arasa and Dilsizian 2007). 

Ekstremitelerde meydana gelen akut arteriyel oklüzyon sonrası reperfüzyonun yeniden 

başlaması ile metabolik asidoz, hiperkalemi, miyoglobinüri ve böbrek yetmezliğinin 

geliştiği bildirilmiştir (Haimovici 1979). İskemik alanın genişliği ve süresi iskemik 

hasarın derecesini belirleyen en önemli faktörlerdir (Alizan et al. 2006, Blaisdell 2002, 

Schlag et al. 2001). 
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Şekil 4: İskemi/reperfüzyon hasarı (Şener ve ark. 2007) 

 

2.4. AORTİK İSKEMİ/REPERFÜZYONA BAĞLI GELİŞEN UZAK ORGAN 

HASARI   

Akciğer dokusu alt ekstremite iskemi/reperfüzyon(İ/R) hasarının en çok etkilediği 

hedef organdır. Bunun etyolojisi tam olarak bilinmemekle birlikte, reperfüzyon 

sırasında bazı humoral mediatörlerin bu hedef organ hasarında rol oynadığı 

düşünülmektedir (Fantini and Conte 1995, İsbir ve ark. 2000). Moleküler olarak, akut 

alt ekstremite İ/R hasarı sonrası vücutta lokal ve sistemik inflamatuar bir yanıt ortaya 

çıkmakta ve buna bağlı plazmada artmış proinflamatuar ajanlarla birlikte (sitokinler, 

araşidonik asit deriveleri, trombosit aktive edici faktör, kompleman) artmış SOR ve 

nötrofil infiltrasyonu, oluşan uzak organ hasarında rol oynamaktadır (Nakamura et al. 

2001). Zimon ve arkadaşları, akut alt ekstremite iskemisi gelişen ve cerrahi tedavi 

uygulanan 70 hastada, erken postoperatif dönemde %64 oranında pulmoner 

komplikasyon bildirmişler ve preoperatif iskemi süresi ile oluşan akciğer hasarının 

şiddeti arasında belirgin bir korelasyon göstermişlerdir (Zimon and Mavlianova 1997). 

Sekonder akciğer hasarı hafif düzeyli disfonksiyondan, akut respiratuar distrese kadar 

değişebilir. Alt ekstremitede oluşturulan İ/R sonrası akciğer dokusunda belirgin 

nötrofil göçü ve kardiyak kökenli olmayan akciğer ödeminin geliştiği bildirilmiştir 
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(Goldman et al. 1992). İskemi ile birlikte tümör nekroz faktör alfa (TNF-α), interlökin-

1-beta (IL-1β) artışı ve polimorf nüveli nötrofil (PMN) aktivasyonuyla karakterize 

inflamatuar yanıt, bu hasarda en önemli rolü oynamaktadır (Yassin et al. 2002, Fujii 

et al. 2003, Goldman et al. 1992, Groeneveld et al. 1997).  SOR, akciğerlerde doğrudan 

solunum yolu düz kas kontraksiyonuna, doku harabiyetine, damar geçirgenliğinde 

artışa, bronş aşırı duyarlılığına ve mediatör salınımına neden olmaktadır (Kumar et al. 

2000). Ayrıca mast hücrelerinden histamin salınımına ve hava yolu epitel 

hücrelerinden mukus salgılanmasına neden olmaktadır (Hatch 1995). 

2.5. İSKEMİ/REPERFÜZYON HASARININ FİZYOPATOLOJİSİ 

İskeminin başlaması ile birlikte normalde var olan aerobik metabolizma hızla 

anaerobik metabolizmaya dönüşerek doku ve organ işlevlerinde bozulmaya neden 

olmaktadır. İskemi ve hipokside aerobik metabolizmanın devam edememesi sebebiyle 

dokuda mevcut ATP’ler tükenmeye başlar ve yeni ATP üretimi yetersizliği sebebiyle 

enerji ihtiyacı için gerekli olan olayların devamlılığı sağlanamaz (Dick et al. 2008, 

Bilal ve Sarıoğlu 1992). Aerobik glikoliz yolu durunca hücre büyük oranda ATP 

kaybeder, çünkü glukoz sadece pirüvata kadar yıkılabilmiş, yani 38 ATP yerine sadece 

2 ATP üretilebilmiştir. İskeminin ilk dakikalarında aşırı uyarılan glikolitik yol, 

ortamda sitrat, laktat, nikotinamid adenin dinükleotid (NADH) birikimi ve doku 

asidozunun oluşması ile durur. İskemik dokuda bulunan O2 ise oksidatif fosforilasyonu 

devam ettirebilmek için yetersiz kalır ve glikoliz sonucu oluşan piruvatın laktata 

dönüşümü gerçekleşir. Böylece glikojenden ATP oluşumu ile hücre enerji kaynakları 

korunur. Glikoliz, laktik asit ve fosfat türevlerinin hidrolizi sonucu oluşan inorganik 

fosfat birikimine neden olur. Sonuç olarakta hücre içi pH düşer ve buna bağlı olarak 

asidoz gelişir (Kumar et al. 2000). 

ATP kaybı intraselüler çok sayıda ve birbiriyle ilişkili sistemi aynı anda etkiler. 

Bunlar;  

 Na+-K+ ATPaz pompasının bozulması: ATP aktivitesinin azalması 

membranda aktif Na+ pompasının yetersizliğine yol açarak intraselüler Na+ 

artışı ve hücreden K+ dışarı atılımına neden olur. Solid materyalin birikimine 
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izoozmotik su birikimi eşlik eder ve akut hücresel şişme oluşur (Kumar et al. 

2000). 

 İntraselüler asidoz oluşumu ve buna bağlı olarak pH’nın düşmesi: Doku 

O2 düzeylerindeki azalma laktat birikimine neden olur ve doku pH’sı düşer. 

 İntraselüler ortamda Ca+2 birikimi: İskemi veya toksinler erken dönemde 

sitozolik Ca+2 seviyelerinde artış oluşturur, bu durum mitokondri ve 

endoplazmik retikulumdan Ca+2 salınımı ve plazma membranından Ca+2 geçişi 

ile ilişkilidir. Hücrede Ca+2 artışı membran geçirgenliğinde spesifik olmayan 

artışla desteklenir. Artmış Ca+2 çok sayıda enzimin aktivasyonuna yol açar. 

Bunlar; fosfolipaz (membran hasarını başlatır), proteaz (membran ve hücre 

iskeleti proteinlerini parçalar), ATPaz (ATP’nin azalmasını hızlandırır) ve 

endonükleaz (kromatin parçalanması ile birliktedir)’dır (Yıldar 2008). 

 Pürin metobolitlerinin birikimi: Ortamdaki ATP nin yıkılması sonucu oluşan 

ADP’ler önce AMP daha sonra adenozin, inozin ve sonunda hipoksantine 

dönüşmektedir. Hipoksantin reperfüzyonun sağlanması halinde oksijen ve KO 

enziminin etkisi ile ksantine dönüşür. Ksantin ortamdaki O2 ile reaksiyona 

girerek ürik asite parçalanır. Bu siklus neticesinde hasardan sorumlu SOR 

oluşmaktadır. Hipoksinin devam etmesi durumunda ortamda O2 

bulunmadığından ksantin, NAD ve hidrojen ile reaksiyona girerek ürik asit, 

NAD fosfat (NADP), H+, hidrojen peroksit (H2O2) ve süperoksit radikalleri 

(O2
-) oluşur (Dick et al. 2008) (Şekil 5). 
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Şekil 5: İskemide pürin metabolizmasının gelişimi ve ksantin dehidrogenazın 

ksantin oksidaza çevrilmesi, reperfüzyonda oksijen radikalinin oluşumu 

(Schoenberg 1993). 

İskemi/reperfüzyon hasarında fizyopatolojik değişikliklere yol açan faktörler 

aşağıdakilerdir (Woodfin et al. 2007):  

a) Serbest oksijen radikalleri,  

b) Polimorf nüveli lökositler,  

c) Kompleman sistemi,   

d) Endotel hücreleri. 

2.5.1. Serbest Oksijen Radikalleri 

Serbest radikaller, dış yörüngesinde bir ya da daha fazla eşlenmemiş elektron içeren 

atom ya da moleküllerdir (Altan ve ark. 2006). Oksijenin redüksiyonu ve aerobik 

hücrelerin enzimatik oksidasyonu sırasında negatif yüklü bir ara ürün olan O2
- oluşur. 

Süperoksit radikalinden enzimatik yolla veya spontan dismutasyonla ikinci bir ara 

ürün olan H2O2 oluşur. Daha sonra özellikle mitokondride diğer bir ürün olan hidroksil 

radikali (OH-) oluşur. Organizmada bu serbest radikaller dışında hidrojen peroksit, 
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hipoklorik asit gibi radikal olmayan, bununla birlikte serbest radikal oluşturma 

potansiyelinde olan zararlı oksijen türleri de oluşabilmektedir. Diğerleriyle 

karşılaştırılığında O2 radikali yüksek elektron aktivitesine sahiptir ve çok reaktiftir. 

Ancak oksijen radikallerinden en aktif olanı OH- radikalidir (Grace 1994, Ertan ve ark. 

2001). Organizma, oksidana maruz kalmayı minimum düzeye indirmek için 

antioksidanlara sahiptir, ancak serbest oksijen radikallerinin aşırı üretiminde ya da 

varlığında, bu koruyucu sistem yetersiz kalmakta ve oksidan hasar meydana 

gelmektedir (Cantürk ve Sayek 2005). 

 

Şekil 6: Bilinen bazı radikaller (Andreescu et al.2016, Dündar 2000). 

Biyolojik sistemlerde oluşan serbest radikaller endojen ve eksojen kaynaklı olabilirler 

(Aksoy 2002) (Şekil 7). 
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Şekil 7: Serbest radikal kaynakları (Aksoy 2002). 

Bu reaktif moleküller, membran lipidlerini peroksidasyona uğratır, nonperoksidatif 

mitokondri hasarına yol açar, genetik materyal ve hücre proteinlerine hasar verir 

(McCance and Huether 2013, Rodwel et al. 2015) (Şekil-8). 

 

Şekil 8: Serbest radikaller, hücre metabolizmasına etkileri ve temizlenmeleri 

(Kumar et al. 2017). 
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 Lipid Peroksidasyonu: Serbest oksijen radikalleri, plazma ve organel 

membranlarında lipid peroksidasyonuna neden olurlar. Hidroksil radikali, 

membran lipidleri ile çift bağ yapar ve böylece lipid-radikal etkileşimi ile 

zincirleme reaksiyon sonucu pek çok lipid peroksidasyon ürünü (malondialdehit, 

dien konjugatları gibi) oluşur. 

 Proteinlerin Oksidatif Modifikasyonu: Serbest radikaller proteinlerin 

sülfhidril aracılığıyla çapraz bağlanmasını arttırırlar. Bu da enzimlerin 

parçalanması veya enzimatik etkinliğin azalmasına neden olur. Ayrıca, 

polipeptidlerin doğrudan fragmantasyonuna da yol açabilirler.  

 DNA fragmantasyonu: Serbest radikallerin çekirdek veya mitokondri 

DNA’sındaki timin ile reaksiyonları, tek zincir kırılmalarına neden olur (Kumar 

et al. 2007). 

2.5.2. Polimorf Nüveli Lökositler (PMNL) 

İskemi/reperfüzyon hasarı sonrasında aktif hale gelen ilk hücreler PMNL olup, 

mikrovasküler permeabilitede artışından başlıca sorumlu tutulan ana hücrelerdir 

(Serizawa et al. 1996, Kumar et al. 2007). Reperfüzyon hasarını önlemeye yönelik 

antinötrofil serumlarla ya da lökosit adhezyon moleküllerine karşı monoklonal 

antikorlarla yapılan çalışmalar, reperfüzyonda mikrovasküler permeabilitedeki artıştan 

başlıca nötrofillerin sorumlu olduğunu göstermiştir (Lopez-Neblina et al. 1996). İ/R 

hasarında PMNL’nin rolü ile ilgili bazı mekanizmalar ileri sürülmüştür (Eltzschig and 

Collard 2004). Bunlar; mikrovasküler oklüzyon; SOR salınması, sitotoksik enzim 

salınması, vasküler permeabilite artışı ve sitokin salınmasında artıştır.  

Hasar yapıcı etkeni ortadan kaldırmaya veya yoğunluğunu azaltmaya yönelik bu 

inflamatuar yanıt sonucu; mikrovasküler permeabilite artışı, ödem, tromboz ve 

parankim hücre ölümü de gerçekleşir. Görevini tamamlayan lökositler apoptotik hücre 

ölümüne uğrarlar ve makrofajlar aracılığıyla lenfatik dolaşım yoluyla ortamdan 

uzaklaştırılırlar (Schoenberg and Beger 1993). 

2.5.3. Kompleman Sistemi ve Sitokinler 

Kompleman(C) sistemi hem konakçı savunmasında hem de inflamasyonda önemli 

rolleri olan plazma proteinleridir. Aktivasyonlarıyla çeşitli kompleman proteinler, 
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fagosite edip yok etmek için mikroplar gibi partiküllerin üzerini kaplar (opsonize 

eder), vasküler permeabiliteyi ve lökosit kemotaksisini arttırarak inflamatuar yanıta 

katkıda bulunur (Kumar et al. 2007).  C3a ve C5a anaflatoksinlerdir ve lökositleri 

aktive ederler. Lökosit aktivasyonu ve kemotaksisin uyarılmasına ek olarak C5a, 

makrofaj inflamatuar protein (MIP)-2, MIP-1a, MIP-1b, monosit kemoatraktan protein 

(MCP)-1, TNF-α, IL-1 ve IL-6 üretimini uyararak inflamatuar yanıtı amplifiye eder 

(Thrane et al. 2007). C5b9 endotelde IL-1a, IL-8 ve MCP-1 salgısını uyararak lökosit 

aktivasyonu ve kemotaksisi arttırır. Aynı zamanda endotel bağımlı vazodilatasyonu 

inhibe ederek ve endotelde siklik guanozin monofosfatı azaltarak vasküler tonusu 

bozar (Suzuki et al. 1991, Zhang et al. 1999). Kalp kasında reperfüzyon sırasında C 

aktivasyonunu gösteren bir çalışmada C’nin klasik yolu C1 inhibitörü kullanılarak 

inhibe edilmiş ve iskemik miyokardın reperfüzyon hasarından efektif olarak 

korunduğu gözlenmiştir (Buerke et al. 1995). 

2.5.4. Endotel hücresinin rolü  

Oksidatif stres endotel hücrelerinin aktivasyonuna ve işlevlerinin bozulmasına neden 

olur. Endotel hücreleri; SOR için hem potansiyel hedef hem de üretim kaynağıdır. 

Endotel, mikrovasküler homeostazdan sorumlu olan endotelin (ET)’i ve NO’yu üretir. 

NO arteriyel dolaşımda ET’in vazokonstriktör etkisini tersine çevirme eğilimindedir. 

Venlerde ise bunun tersi söz konusudur. İ/R hasarında ET/NO oranı ET lehine bozulur. 

Sonuçta arteriyel vazokonstriksiyon, venlerde vazodilatasyon olur (Oğuz 2010). 

Endotel hücrelerinin oksidatif stresi sonucu C aktive edilir; lökosit adhezyon 

moleküllerinin üretimi artar. SOR etkisi ile endotel hücreleri hasara yanıt olarak IL-1, 

PAF, PG’ler (PG I2, PG E2), GM-CSF, büyüme faktörleri, ET, NO ve tromboksan A2 

(TXA2) salgılarlar. Aktive olan endotel hücreleri ek olarak kendi bazal membranlarını 

sindiren kollajenazlar salgılama yeteneğindedir (Weight et al. 1996). 

2.6. ANTİOKSİDANLAR  

Antioksidanlar, serbest radikalleri etkisiz hale getirmek amacıyla geliştirilmiş 

savunma sistemleridir (Dick et al. 2008) Etkilerini lokal O2 konsantrasyonunu 

azaltarak, hidroksil radikallerini temizleyip lipid peroksidasyonunun başlamasını 

önleyerek, geçiş metal iyonlarını bağlayıp etkisizleştirerek, peroksitlerin alkol gibi 
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non-radikal ürünlere dönüşümünde etkin rol oynayarak ve zincir reaksiyonlarına 

neden olan tüm radikallerle reaksiyona girip zinciri kırarak gösterebilirler. En belirgin 

özellikleri okside olan substratlara oranla çok daha az konsantrasyonlarda bile, 

substratın oksidasyonunu geciktirmeleri ve inhibe etmeleridir (Halliwell and 

Gutteridge 1990). Oksidan moleküller belirli düzeyde kaldıkları sürece, organizmanın 

yabancı maddelere ve enfeksiyon ajanlarına karşı önemli savunma molekülleridir. 

Ancak belirli düzeyin üzerinde oluştuklarında veya antioksidan sistemin 

yetersizliğinde serbest radikal molekülleri, organizmanın yapı elemanları olan protein, 

lipit, karbonhidrat, nükleik asitler ve enzimleri bozarak zararlı etkilere yol açarlar 

(Yalçın 1998). Antioksidanlar heterojen bir molekül ailesidir. Kökeni (doğal ya da 

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

mekanizması (ROS'un katalitik olarak ortadan kaldırılması, metal şelasyon) ve etki 

alanı (hücre içi, hücre zarı ve hücre dışı) dikkate alınarak geçmişte çeşitli 

sınıflandırmalar yapılmıştır (Glatzounis et al. 2005). 

2.6.1. Antioksidan enzimler  

Süperoksit dismutaz (SOD) 

Süperoksit dismutaz süperoksit serbest radikalinin (O2
●-), H2O2 ve moleküler oksijene 

(O2) dönüşümünü katalizleyen antioksidan enzimdir.  

2O●- + 2H+     →     H2O2 + O2  

Normal metabolizma sırasında hücreler tarafından yüksek oranda O2 üretilmesine 

rağmen hücre içi düzeyi SOD tarafında düşük tutulur. Ancak, H2O2 geçiş metalleri 

varlığında Fenton ve Haber Weiss reaksiyonu ile son derece aktif OH● radikaline 

dönüşmektedir. Bu durumda katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) 

enzimlerinin aktivitesi artarak H2O2 düzeylerini kontrol altına almaktadır (Rodriguez 

et al. 2004). 

H2 O2 + Cu+ /Fe+2 → OH- + OH- + Cu+2 /Fe+3 

Fenton reaksiyonu 
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Katalaz 

Katalaz, dört hem proteini içeren bir hemoproteindir. Kan, kemik iliği, karaciğer, 

böbrek ve müköz membranlarda bol miktarda bulunmaktadır. CAT, iki H2O2 

molekülünden birini elektron vericisi, diğerini de elektron alıcısı olarak kullanarak su 

ve O2 meydana getirir (Aebi 1984). 

2 H2O2       →       2H2O + O2 

Glutatyon (GSH) 

Glutamat, sistein ve glisinden sentezlenen bir tripeptiddir. Özellikle karaciğerde olmak 

üzere pek çok dokuda yüksek düzeyde bulunur.  Hücre içinin en önemli antioksidan 

molekülü GSH olup serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek hücreleri 

oksidan hasara karşı korur. Bazı enzimlerin substratı veya kofaktörü olarak da görev 

yapmaktadır. GSH-Px, glutatyon redüktaz (GSH-R) ve GST gibi enzimlerin 

fonksiyonu için gereklidir. Ayrıca pek çok proteinin ve enzimin inaktivasyonunu 

hücrenin protein yapısındaki sülfhidril (-SH) gruplarını indirgenmiş halde tutarak 

engeller. GSH amino asitlerin membrandan transportunda da görev alır (Halliwell and 

Gutteridege 1999, Yalçın 1998). Spermatogenez ve sperm olgunlaşmasında önemli rol 

oynadığı, influenza enfeksiyonunu inhibe ettiği, T-lenfositlerin, PMNL’lerin ve 

sitokinlerin aktivasyonu için gerekli olduğu ve immün sistemin önemli bir elemanı 

olarak fonksiyon gösterdiği ortaya konmuştur. Yapılan araştırmalar GSH eksikliğinin 

oksidatif strese yol açtığını ve Alzheimer, Parkinson, epilepsi, karaciğer hastalıkları, 

kistik fibrozis, orak hücreli anemi, AIDS, kanser, koroner kalp hastalığı, inme, diyabet 

gibi pek çok hastalığın nedeni olabileceğini ortaya koymaktadır (Ross 1988). 

Glutatyon Peroksidaz  

GSH-Px enzimi, iki monomeric glutatyon ile H2O2’den, su ve glutatyon disülfid 

molekülü oluşan enzimatik reaksiyonun katalizörüdür (Bhabak and Mugesh 2010). 

Koenzim olarak selenyuma ihtiyaç duyar. Hücre zarını, H2O2’nin toksik etkilerinden 

korur (Özben 2013). Eritrositlerde GSH-Px oksidatif strese karşı en etkin 

antioksidandır. GSH-Px aktivitesindeki azalma, H2O2’nin artmasına ve şiddetli hücre 

hasarına neden olur (Valko et al. 2006).  
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2GSH + H2O2    GSH-Px    →      GSSG + 2H2O  

2GSH + ROOH   GSH-Px    →   GSSG + ROH + H2O 

Glutatyon Redüktaz (GR) 

Glutatyon redüktaz, bir flavin enzimidir ve koenzimi NADPH, prostetik grubu FAD’ 

dır. Hem sitozol hem de mitokondride bulunmaktadır. Okside glutatyon hücreyi 

oksidanlara karşı koruyamaz. Hücre, elektron kaynağı olarak NADPH kullanan 

redüktazın katalizlediği bir reaksiyon ile indirgenmiş glutatyonu tekrar oluşturur. 

NADPH, H2O2’nin indirgenmesinde indirekt olarak elektronları sağlar. Oluşan NAD+ 

ise Glikoz 6 fosfat dehidrogenaz enzimi yardımıyla NADPH’ a dönüştürülür (Paglia 

and Valentine 1967).  

GSSG + NADPH + H+      →    2GSH + NAD+  

Glutatyon S-Transferaz (GST) 

Glutatyon S-transferaz dimerik yapıda olup sitozolde bulunmaktadır. Yabancı 

maddelerin biyotransformasyonunda rolleri olan GST’ler çeşitli endojen ve eksojen 

bileşiklerin GSH ile konjugasyonunu katalize eder (Reiter et al. 1995).  

R-X + GSH   →   GS-R + HX  

2.7. MALONDİALDEHİT (MDA) 

Non-enzimatik oksidatif lipit peroksitlerinin, membran poliansatüre yağ asitlerinin 

oksidasyonu sonucunda meydana gelip parçalanması sonucu oluşan toksik etkili son 

üründür (Bray 2000). Lipit peroksidasyonun en önemli göstergesi MDA’dır (Iwama 

2004, Moraes 2004). MDA, hücre membranlarından iyon alışverişine etki ederek 

membrandaki bileşiklerin çapraz bağlanmasına yol açar ve iyon geçirgenliğinin ve 

enzim aktivitesinin değişimi gibi olumsuz sonuçlara neden olur. MDA bu özelliği 

nedeniyle, DNA’nın nitrojen bazları ile reaksiyona girebilir ve bundan dolayı 

mutajenik, hücre kültürleri için genotoksik ve karsinojeniktir (Kalender ve ark. 2004, 

Niki 1987, Placer et al. 1990). 
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2.8. N-METİL D-ASPARTAT (NMDA) ANTAGONİZMASI VE İ/R HASARI 

Jeff Watkins ve arkadaşları NMDA reseptörlerini, NMDA reseptör antagonistlerinin 

sentezi sayesinde bulmuşlardır (Rea K et al. 2007). NMDA kanallarının aktivasyonu 

hücre içi kalsiyum artışına neden olur. Hücre içi kalsiyum birikimi de NO oluşumuna 

neden olan nitrik oksit sentaz (NOS) yolunun aktivasyonu ile SR oluşumunu uyarır.  

NMDA reseptörlerinin aşırı aktivasyonu da apopitozise giden olayları başlatmaya 

katkıda bulunur (Faden et al. 1990, Faden et al. 1988). 

N-metil D-aspartat blokerleri’nin çeşitli dokularda (beyin, böbrek, myokard, iskelet 

kasında) İ/R hasarına karşı koruyucu etkileri olduğu gösterilmiştir (Himmelseher and 

Durieux 2005, Lee et al. 2004, Kato and Foex 2002). Anoksik hipoksik nöronal kültür 

çalışmalarında sinaptik aralığa salınan eksitatör aminoasit (EAA)’lerin nörotoksik 

seviyelere ulaştığı saptanmıştır. Bu hasar hem kompetitif hem de nonkompetitif 

NMDA antagonistleri ile azaltılabilmiştir (Boast et al. 1988, Happel et al. 1981). 

Memantin orta ve şiddetli Alzheimer hastalığının tedavisinde NMDA antagonisti 

olarak kullanılmaktadır. NMDA reseptörlerini bloke ederek yükselmiş glutamat 

düzeylerinin neden olduğu intraselüler kalsiyum birikimini azaltarak tedavide etkili 

olur (Sonkusare et al. 2005). Ketamin kuvvetli analjezik ve hafif narkotik özellikleri 

olan, hızlı etki ortaya koyan anestezik bir ajandır (Tso et al. 2004). 1960’ lı yılların 

sonuna doğru fensiklidin analoğu bir madde olarak klinik kullanıma girmiştir (Hirota 

and Lambert 1996). Günümüzde ketaminin insanlarda terapotik amaçlı kullanımı çok 

yaygın olmamakla birlikte travmalar, acil operasyon gerektiren durumlarda ve 

özellikle pediatrik hasta grubunda, ayrıca veteriner hekimlikte kullanılmaktadır 

(Moore et al. 2001, Freese et al. 2002). Ketamin esas olarak NMDA reseptörlerini 

bloke ederek etki gösterir. Bileşik spesifik olarak NMDA reseptörlerindeki fensiklidin 

bağlanma bölgelerine zayıf olarak bağlanır ve yarışmasız olarak blokaj yapar (Shiue 

et al. 1997). Ketaminin aynı zamanda İ/R hasarından koruyucu etkiye sahiptir 

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

2.9. AMANTADİN  

Amantadine Immediate Release 1966 yılında Asya İnfluenzasına karşı koruyucu bir 

ajan olarak Amerika Birleşik Devletleri'nde onaylanmıştır (Hubsher et al. 2012). 

Amantadin, bir glutamaterjik reseptör türü olan NMDA reseptörünün (Ki 5 10 1M) 
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yarışmasız (açık kanallı) bir antagonistidir, glutaminerjik reseptör tipidir, direk ve 

indirek glutaminerjik ve dopaminerjik sinyal etkisine sahiptir (Danysz et al 1997, 

Farnebo et al. 1971). Amantadinin ön görülebilir antikolinerjik (örn; ağız kuruluğu, 

üriner retansiyon ve kabızlık) ve NMDA reseptörü antagonist etkinlikleri (örn; 

halüsinasyonlar) mevcuttur (Metman et al. 1999). Amantadin bilinç bozukluğu 

nedeniyle takip edilen nörorehabilitasyon sürecindeki hastalar için en sık kullanılan 

ilaçlardan biridir (Giacino et al. 2012). Glutamat antagonistik etki göstererek 

postsinaptik membranda inhibisyon sağlamakta ve uyanıklığı arttırmaktadır (Saniova 

et al.2004). Bu nedenle Parkinson hastalığı, travmatik beyin hasarı, hipoksik iskemik 

ensefalopati, postoperatif dönemde uyanıklık ve emosyonel fonksiyonları arttırmak 

için kullanılmaktadır (Aksu ve ark 2013). Saniova ve ark. 74 hasta üzerinde yaptıkları 

retrospektif bir çalışmada amantadin tedavisi alanlarda almayanlara göre Glasgow 

skalasında belirgin düzelme ve daha düşük ölüm hızları (%51 vs %6) rapor etmişlerdir 

(Saniova et al.2004). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM  

Sakarya Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafından 06.02.2019 tarih 

ve 05 sayılı kararı ile etik kurul onayı alan bu çalışma, Sakarya Üniversitesi Bilimsel 

Araştırma Projeleri Başkanlığı tarafından 2019-7-25-29 kod numarası ile 

desteklenmeye uygun bulunmuştur. Çalışmamız Sakarya Üniversitesi Deneysel Tıp 

Uygulama ve Araştırma Merkezi’nde Eylül 2019 da gerçekleştirildi. 

3.1. DENEK SEÇİMİ 

Çalışmada 36 adet 250-330 g ağırlığında Wistar cinsi erişkin erkek ratlar kullanıldı. 

Ratlar, araştırma başlangıcına kadar 12 saat aydınlık 12 saat karanlık ortamda 

barındırılarak ratların ortama adaptasyonları sağlandı. Denekler ışık ve sıcaklığı 

standardize edilmiş ortamda bakıldı. Standart sıçan gıdası (pellet yemi) alan 

hayvanlara sıvı ve yem kısıtlaması uygulanmadı. 

3.2. KULLANILAN YÖNTEMLER 

Ratlar rastgele, her grupta 6 adet olacak şekilde 6 gruba ayrıldı.  

Grup Sham: Sham grubu   

Grup A-90: Amantadin- 90 grubu 

Grup A-135: Amantadin -135 grubu     

Grup İ/R: İskemi-Reperfüzyon grubu 

Grup İ/R-A 90: İskemi Reperfüzyon+Amantadin-90 grubu 

Grup İ/R-A 135: İskemi Reperfüzyon+Amantadin-135 grubu 

Anestezi verilmeden önce ağırlıkları ölçülen ratlara 100 mg/kg ketamin (Ketalar® 1 

ml:50 mg, Pfizer, İstanbul, Türkiye), 15 mg/kg ksilazin (Xylazinbio® %2, Bioveta, 

Çek Cumhuriyeti) intraperitoneal (i.p.) uygulanarak anestezileri sağlandı ve 

abdominal bölgeleri cerrahi insizyondan önce tıraş edildi. %10 povidon iyodin 

solüsyonu ile cerrahi alan antisepsisi sağlandı (Resim 1). 
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Resim 1: Ratın tıraşlanması ve cerrahi alan antisepsisi 

Isı kaybının engellenmesi ve hipotermiden kaçınılması amacıyla ısıtıcı blanket ve ısı 

monitörizasyonu için de rektal termometre kullanıldı. Yeterli anestezi kriteri olarak 

ağrılı uyarana yanıtsızlık sağlandıktan sonra hidrasyon sağlamak amacıyla kuyruk 

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

kanülasyon yapıldı (Resim 2). Anestezi idamesinde ratlara düzenli aralıklarla i.p. 

ketamin enjeksiyonu uygulandı. 
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Resim 2: Kuyruk veni kanülasyonu 

Grup Sham’da yeterli anestezi derinliği sağlandıktan ve i.v. kanülasyon yapıldıktan 15 

dakika sonra orta abdominal insizyon yapıldı fakat herhangi bir müdahale yapılmadı 

(Resim 3). 

Grup A-90’da yeterli anestezi derinliği sağlandıktan ve i.v. kanülasyon yapıldıktan 

sonra amantadin (Amantadine hydrochloride®, A1260-5G, Sigma-Aldrich, St. Louis, 

USA) 90 mg/kg i.p. yolla verildi. İşlem yapılmadan 15 dakika beklendi. Orta 

abdominal insizyon yapıldı fakat herhangi bir müdahale yapılmadı.  

Grup A-135’de yeterli anestezi derinliği sağlandı. İntravenöz kanülasyon yapıldı. 

Amantadin 135 mg/kg i.p. yolla verildikten 15 dakika sonra orta abdominal insizyon 

yapıldı fakat herhangi bir müdahale yapılmadı. 

Grup İ/R’de yeterli anestezi derinliği sağlandıktan ve i.v. kanülasyon yapıldıktan 15 

dakika sonra orta abdominal insizyon yapılarak infrarenal abdominal aorta eksplore 

edildi. Aortaya atravmatik mikrovasküler klemp uygulandı (Resim 4). 120 dakikalık 

iskemi süresinden sonra atravmatik vasküler klemp uzaklaştırıldı ve 120 dakika 

reperfüzyon uygulandı. 
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Resim 3: Orta hat abdominal insizyon 

Grup İ/R-A 90’da yeterli anestezi derinliği sağlandıktan ve i.v. kanülasyon yapıldıktan 

sonra amantadin 90 mg/kg i.p. yolla uygulandı. İşlem yapılmadan 15 dakika beklendi. 

Orta abdominal insizyon yapılarak infrarenal abdominal aorta eksplore edildi. Aortaya 

atravmatik mikrovasküler klemp uygulandı. 120 dakikalık iskemi süresinden sonra 

atravmatik vasküler klemp uzaklaştırıldı ve 120 dakika reperfüzyon uygulandı. 

Grup İ/R-A 135’de yeterli anestezi derinliği sağlandıktan ve i.v. kanülasyon 

yapıldıktan sonra amantadin 135 mg/kg i.p. yolla uygulandı. İşlem yapılmadan 15 

dakika beklendi. Orta abdominal insizyon yapılarak infrarenal abdominal aorta 

eksplore edildi. Aortaya atravmatik mikrovasküler klemp uygulandı. 120 dakikalık 

iskemi süresinden sonra atravmatik vasküler klemp uzaklaştırıldı ve 120 dakika 

reperfüzyon uygulandı. 

Tüm gruplardaki ratlara 4 saat sonunda doku (akciğer) örneklemeleri için ötenazi 

uygulandı. 
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Resim 4: İnfrarenal abdominal aorta diseksiyonu ve klemplenmesi 

3.3. HOMOJENİZASYON 

Sakarya Üniversitesi Eğitim ve Araştırma Hastanesi Biyokimya laboratuvarında, doku 

homojenizasyonu için –80°C’de muhafaza edilen akciğer örneklerinin buz üzerinde 

yağ ve bağ dokuları uzaklaştırılarak küçük parçalara ayrıldı. 

Örnekler tartıldı ve son konsantrasyonu 100 mg doku/mL olacak şekilde soğuk fosfat 

tamponu (pH 7.4, 50 mmol/L) içeren cam tüplere konuldu (Resim 5). Homojenizasyon 

işlemi mekanik homojenizatör (Isolab, Laborgerate GmbH, Germany) buz üzerinde 

yapıldı ve İsolab homojenizasyon cihazı kullanıldı (Resim 6). Elde edilen homojenat 

10.000 g’de, 4°C, 10 dk santrifüj edilerek debrisler ve diğer partiküllerinden ayrıldı. 

Tüm parametreler santrifüj sonrası elde edilen süpernatantlardan çalışıldı. 
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Resim 5: Doku homojenatları 

 

Resim 6: Homojenizasyon işlemi 

3.4. LİPİD PEROKSİDASYON ANALİZİ 

Lipid peroksidasyon durumunu belirlemek için MDA parametresi kullanıldı. MDA 

düzeyleri Sakarya Üniversitesi Eğitim ve Araştırma Hastanesi Biyokimya 

laboratuvarında çalışılmıştır. MDA düzeyleri ELİSA (Elabscience Biotechnology Co. 

Ltd, Wuhan, China) yöntemi ile ölçüldü. Kite ait ölçüm içi varyasyon katsayısı (CV) 
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<%10 idi. Ölçümler üretici firma protokollerine uyularak otomatik ELİSA 

analizöründe (Triturus, Grifols, Spain) yapıldı. Elde edilen sonuçlar dilüsyon faktörü 

ile çarpılarak sonuçlar hesaplandı. 

3.5. ANTİOKSİDAN ENZİMLERİN ANALİZİ 

Antioksidan enzim düzeyleri Sakarya Üniversitesi Eğitim ve Araştırma Hastanesi 

Biyokimya laboratuvarında çalışılmıştır. SOD ve CAT düzeyleri ELİSA yöntemi ile 

ölçüldü. Kitlere ait ölçüm içi CV <%10 idi. Ölçümler üretici firma protokollerine 

uyularak otomatik ELİSA analizöründe (Triturus, Grifols, Spain) yapıldı. Elde edilen 

sonuçlar dilüsyon faktörü ile çarpılarak sonuçlar hesaplandı (Resim 7). 

 

Resim 7: ELİSA çalışma aşaması 

 

3.6. HİSTOPATOLOJİK DEĞERLENDİRME  

 Alınan akciğer doku örnekleri %10 formaldehit solüsyonu içerisinde +4 derecede 

muhafaza edildi. Dokular Sakarya Üniversitesi Eğitim ve Araştırma Hastanesi 
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Histoloji ve Embriyoloji Kliniği laboratuvarında hematoksilen-eozin boyası ile 

boyanıp ışık mikroskobunda değerlendirildi. Akciğer histopatoloji 

değerlendirmesinde nötrofil/lenfosit infiltrasyonu ve alveol duvar kalınlaşmasının 

derecelendirilmesi dört nokta skorlama sistemi [Grade 0 (Hasar belirtisi yok), Grade 1 

(hafif hasar), Grade 2 (orta hasar), Grade 3 (ciddi hasar)] kullanılarak yapıldı.  

3.7. İSTATİSTİKSEL ANALİZ  

Veriler IBM SPSS Statistics 23 programı kullanılarak tamamlandı. Çalışma verileri 

sayısal değişkenler için ortalama  standart sapma (Ort  SS) biçiminde verildi. İkiden 

fazla grup arasında fark olup olmadığına Kruskal Wallis testi ile bakıldı ve p<0,05 

anlamlı kabul edildi. Gruplar arasında farklılık olması durumunda Mann Whitney U 

testi ile bakıldı ve Bonferroni düzeltmesi uygulanarak p<0,003 anlamlı kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

Çalışmamızda incelenen toplam 36 denekten oluşan 6 grup arasında ratların ağırlıkları 

karşılaştırıldığında, gruplarda ağırlık medyanlarının benzer olduğu saptandı (p=0,723) 

(Tablo 1). 

 

 

 

Tablo 1: Gruplardaki ratların ağırlıkları 

    Ort SS Min Max  P 

Rat 

ağırlıkları 

(g) 

Grup Sham 279,17 14,26 260,0 300,0 

 0,723 

Grup A-90 288,50 17,39 262,0 310,0 

Grup A-135 287,83 10,32 274,0 302,0 

Grup İ/R 289,50 12,14 275,0 310,0 

Grup İ/R-A 90 285,83 18,97 265,0 320,0 

Grup İ/R-A 135 284,67 22,41 262,0 325,0 
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Gruplara ait akciğer doku SOD düzeyleri Tablo 2’de verildi. Akciğer doku SOD 

düzeyi bakımından gruplar arasında fark saptanmadı (p=0,400). Grup İ/R SOD düzeyi, 

Grup Sham’a göre daha yüksek iken; Grup İ/R-A 90 ve Grup İ/R-A 135 SOD düzeyleri 

hem Grup İ/R’ye hem de Grup Sham’a göre daha yüksekti fakat istatistiksel olarak 

anlamlı değildi (p>0,05). 

Tablo 2: Gruplardaki ratların akciğer doku SOD düzeyleri  

 

 

Şekil 9: Gruplardaki ratların akciğer doku SOD düzeyleri 

 

 

 

    Ort SS Min Max  P 

   SOD 

 (pg/mg) 

    Grup Sham 1,80 0,37 1,4 2,3 

 0,400 

Grup A-90 1,24 0,90 0,3 2,7 

Grup A-135 2,14 0,98 1,4 4,0 

Grup İ/R 1,91 0,97 0,7 2,9 

Grup İ/R-A 90 2,25 0,72 1,5 3,5 

Grup İ/R-A 135 1,97 0,61 1,4 3,0 
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Gruplara ait akciğer doku CAT düzeyleri Tablo 3’de verildi. Akciğer doku CAT 

düzeyi bakımından gruplar arasında fark saptanmadı (p=0,063). Grup İ/R CAT düzeyi, 

Grup Sham’a göre daha yüksek iken; Grup İ/R-A 90 ve Grup İ/R-A 135 CAT düzeyleri 

hem Grup İ/R’ye hem de Grup Sham’a göre yüksekti fakat istatistiksel olarak anlamlı 

değildi (p>0,05). 

Tablo 3: Gruplardaki ratların akciğer doku CAT düzeyleri 

    Ort SS Min Max  P 

  CAT 

(pg/mg) 

Grup Sham 18,85 4,63 14,6 25,4 

 0,063 

Grup A-90 16,06 8,78 1,3 27,5 

Grup A-135 23,84 3,44 21,6 30,3 

Grup İ/R 19,20 5,60 10,7 25,4 

Grup İ/R-A 90 25,05 4,99 18,3 32,8 

Grup İ/R-A 135 24,23 3,73 17,3 28,3 

 

 

Şekil 10: Gruplardaki ratların akciğer doku CAT düzeyleri 
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Gruplara ait akciğer doku MDA düzeyleri Tablo 4’de verildi. Akciğer doku MDA 

düzeyi bakımından gruplar arasında fark saptanmadı (p=0,209). Doku MDA düzeyleri 

istatistiksel olarak anlamlı olmasada, Grup İ/R’de tüm gruplara göre yüksek tespit 

edildi. Grup İ/R-A 90 ve Grup İ/R-A 135 MDA düzeyleri, hem Grup İ/R hem de Grup 

Sham’a göre düşüktü ancak enzim düzeyleri açısından hiçbir grup arasında istatistiksel 

olarak anlamlı bir fark yoktu (p>0,05). 

Tablo 4: Gruplardaki ratların akciğer doku MDA düzeyleri 

  Ort SS Min Max  P 

  MDA 

(ng/mg) 

Grup Sham 0,77 0,11 0,6 0,9 

 0,209 

Grup A-90 0,62 0,13 0,5 0,8 

Grup A-135 0,66 0,27 0,2 0,9 

Grup İ/R 0,86 0,19 0,6 1,1 

Grup İ/R-A 90 0,76 0,25 0,3 0,9 

Grup İ/R-A 135 0,70 0,17 0,5 0,9 

 

 

Şekil 11: Gruplardaki ratların akciğer doku MDA düzeyleri 

 

 

 

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

0,9

1

Grup Sham Grup A-90 Grup A-135 Grup İ/R Grup İ/R-A 90 Grup İ/R-A
135

MDA(ng/mg)



33 

 

Gruplara ait akciğer doku nötrofil/lenfosit infiltrasyon skor düzeyleri 

karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı fark saptandı (p=0,000) (Tablo 5). Grup 

İ/R’de; Grup Sham, Grup A-90 ve Grup A-135’e göre istatistiksel olarak anlamlı 

derecede daha yüksekti (sırası ile p=0.002, 0.002, 0.002). Grup İ/R-A 90 ve Grup İ/R-

A 135’de ise Grup İ/R’ye göre daha düşüktü, fakat anlamlı farklılık tespit edilmedi 

(p>0,003). 

Tablo 5: Gruplardaki ratların akciğer dokusu Nötrofil/Lenfosit İnfiltrasyon 

Skorları 

    Ort SS Min Max  P 

Nötrofil/ 

Lenfosit       

İnfiltrasyon 

Skorları 

Grup Sham* 0,17 0,41 0,0 1,0 

 0,000 

Grup A-90* 0,33 0,52 0,0 1,0 

Grup A-135* 0,50 0,55 0,0 1,0 

Grup İ/R 2,33 0,52 2,0 3,0 

Grup İ/R-A 90 1,50 0,55 1,0 2,0 

Grup İ/R-A 135 1,17 0,41 1,0 2,0 

* p<0,003; Grup İ/R ile karşılaştırıldığında   

 

 

Şekil 12: Gruplardaki ratların akciğer dokusu Nötrofil/Lenfosit İnfiltrasyon 

Skorları 
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Gruplara ait akciğer doku alveol duvar kalınlaşması skor düzeyleri karşılaştırıldığında 

istatistiksel olarak anlamlı fark saptandı (p=0,000) (Tablo 6). Grup İ/R’de Grup Sham, 

Grup A-90, Grup A-135 ve Grup İ/R-A 135’e göre istatistiksel olarak daha yüksek 

tespit edildi (sırası ile p=0.002, 0.002, 0.002, 0.002). Grup İ/R-A 90’da Grup İ/R’ye 

göre daha düşüktü fakat istatistiksel olarak anlamlı değildi (p>0,003). 

 

Tablo 6: Gruplardaki ratların akciğer dokusu alveol duvar kalınlaşma skoru 

    Ort SS Min Max  P 

Alveol duvar 

kalınlaşma 

skoru 

Grup Sham* 0,17 0,41 0,0 1,0 

 0,000 

Grup A-90* 0,33 0,52 0,0 1,0 

Grup A-135* 0,33 0,52 0,0 1,0 

Grup İ/R 2,67 0,52 2,0 3,0 

Grup İ/R-A 90 1,33 0,52 1,0 2,0 

Grup İ/R-A 135* 0,67 0,52 0,0 1,0 

* p<0,003; Grup İ/R ile karşılaştırıldığında   

 

 

Şekil 13: Gruplardaki ratların akciğer dokusu alveol duvar kalınlaşma skorları 
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Gruplardan elde edilen akciğer doku preparatlarının yapılan histopatolojik incelemesi 

Resim 8, 9, 10, 11, 12, 13’de verilmiştir. Grup Sham’da normal akciğer dokusu 

parankimi gözlendi (Resim 8). Grup İ/R de yoğun nötrofil infiltrasyonu ve alveol 

duvar kalınlığında ciddi artış olduğu gözlendi (Resim 9). Grup A-90’da minimal 

infiltrasyon alanları ve minimal duvar kalınlaşması tespit edildi (Resim 10). Grup A-

135’de Grup A-90’a benzer şekilde belirginleşmiş alanlar gözlendi (Resim 11). Grup 

İ/R-A 90’da infiltrasyon alanları belirginleşmiş olup alveol duvarının kalınlaşmış 

olduğu tespit edildi (Resim 12). Grup İ/R-A 135’de nadir infiltrasyon alanları 

gözlenmiş olup Grup İ/R-A 90’a göre alveol duvarında daha az kalınlaşma tespit 

edilmiştir (Resim 13).    

 
a, Alveoller;  tb, Terminal bronşiol;  sa, Saccus alveolaris (alveol kesesi);  da, Ductus alveolaris 

(alveol kanalı); inf, İnflamasyon 

 

Resim 8: Grup Sham; hematoksilen-eozin; A-X40; B-X100; C-X400 

Grup Sham’da tüm akciğer dokusu bileşenleri normal yapıda izlendi. Doku genelinde 

lenfosit infiltrasyonu yoktu. Terminal bronşiyoller, respiratuar bronşiyoller, duktus 

alveolaris ve sakkus alveolarisler normal yapılarında görüldü. Alveoler hücreler 

normal görünümde olup, alveoler lümende hücre birikimi yoktu. Damar duvar yapısı 

normal görünümde izlenmekle birlikte damarlarda ödem izlenmedi. 
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↓↓, Alveoler septum kalınlaşması; a, Alveoller; tb, Terminal bronşiol; sa, Saccus alveolaris (alveol 

kesesi); inf, İnflamasyon 

 

Resim 9: Grup İ/R; hematoksilen-eozin; A-X40; B-X100; C-X400 

Grup İ/R akciğer doku örneklerinde, yoğun lenfosit infiltrasyonu görüldü ve 

kümelenmiş lenfosit toplululukları belirgindi. Respiratuar bronşiyollerin duvar 

yapısında bozulma ve dejenerasyon belirgindi. Epiteldeki kopmalara respiratuvar 

bronşiyol lümenindeki az miktarda hücre debrisinin eşlik ettiği görüldü. Alveol 

lümeninde belirgin bir bozulma vardı. Damar duvarında kalınlaşma dikkati çekti. 

 
a, Alveoller;  tb, Terminal bronşiol;  sa, Saccus alveolaris (alveol kesesi);  da, Ductus alveolaris 
(alveol kanalı); inf, İnflamasyon 

 

Resim 10: Grup A-90; hematoksilen-eosin; A-X40; B-X100; C-X400 

Grup İ/R’de görülen yoğun lenfosit infiltrasyon alanları Grup A-90’da çok nadir 

gözlendi. Terminal bronşiyol ve alveollerin lümeni parçalanmış hücre kümelenmesi 

içermiyordu. Alveol duvarlarında kalınlaşma nadir bölgelerde izlendi ve alveol 

duvarları Grup İ/R’ye göre daha ince gözlendi. 
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a, Alveoller;  tb, Terminal bronşiol; sa, Saccus alveolaris (alveol kesesi); da, Ductus alveolaris (alveol 

kanalı); inf, İnflamasyon; pa, kan damarı arter duvarı (pulmoner arter dalları); er, Eritrosit 

 

Resim 11: Grup A-135; hematoksilen-eosin; A-X40; B-X100; C-X400 

Grup A-90 ile arasında belirgin bir fark gözlenmedi. Grup İ/R’de gözlenen yoğun 

lenfosit infiltrasyon alanları Grup A-135’de çok nadir gözlendi. Terminal bronşiyol ve 

alveollerin lümeni parçalanmış hücre kümelenmesi içermiyordu. Alveol duvarlarında 

kalınlaşma nadir bölgelerde izlendi ve alveol duvarları Grup İ/R’ye kıyasla daha ince 

gözlendi. Genel olarak histopatolojik inceleme sonuçları Grup A-90’a benzerdi. 

 
↓↓, Alveoler septum kalınlaşması; a, Alveoller; tb, Terminal bronşiol; sa, Saccus alveolaris (alveol 

kesesi); da, Ductus alveolaris (alveol kanalı); inf, İnflamasyon  

Resim 12: Grup İ/R-A 90; hematoksilen-eosin; A-X40; B-X100; C-X400 

Grup İ/R-A 90’da Grup İ/R’ ye kıyasla yoğun lenfosit infiltrasyonu içeren bölgeler 

daha azdı ve bu bölgelerde bronkus ağacını çevreleyen düz kaslarda artış gözlendi. 

Terminal bronşiyol ve alveollerin lümeninde parçalanmış hücre yığını gözlenmedi. 

Damarlardaki kalınlaşma ise Grup İ/R’ye göre daha ince gözlendi. 
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a, Alveoller;  tb, Terminal bronşiol; sa, Saccus alveolaris (alveol kesesi); da, Ductus alveolaris 

(alveol kanalı); inf, İnflamasyon; pa, kan damarı arter duvarı (pulmoner arter dalları); er, Eritrosit 

Resim 13: Grup İ/R-A 135; hematoksilen-eosin; A-X40; B-X100; C-X400. 

Grup İ/R-A 135’de, Grup İ/R ve Grup İ/R-A 90’a oranla belirgin bir rejenerasyon 

dikkat çekti. Lenfosit infiltrasyonunda bu iki gruba göre belirgin bir azalma vardı. 

Terminal bronşiollerin normal histolojik görünüme yakın olduğu görüldü. Bronşiol ve 

alveol lümenindeki hücresel kümelenme gözlenmedi. Damar duvarı düz kas yapıları 

normal histolojik yapıda izlenirken damar duvarındaki incelme, Grup İ/R ve Grup İ/R-

A 90’a göre belirgindi. 
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5. TARTIŞMA 

Çalışmamızda alt ekstremite İ/R modeli oluşturarak İ/R hasarında amantadinin akciğer 

dokusu üzerindeki histopatolojik ve biyokimyasal etkilerini araştırdık. 135 mg/kg ve 

90 mg/kg dozda uygulanan amantadinin biyokimyasal olarak CAT, SOD ve MDA 

değerleri üzerine etkisini göremememize rağmen; histopatolojik olarak yaptığımız 

incelemede İ/R hasarına, 135 mg/kg dozda uygulanan amantadinin 90 mg/kg’a göre 

daha etkili olduğunu gördük. Grup İ/R-A 135’de Grup Sham’a kıyasla alveol duvar 

kalınlığı düzeyleri açısından anlamlı bir farklılık yokken; Grup İ/R’ye göre duvar 

kalınlığında anlamlı bir incelme mevcuttu.  

Akut ekstremite iskemisi sonrasında, ekstremitenin tekrar kanlandırılması ve normal 

dolaşımın sağlanması, doku hasarı ve sistemik komplikasyonlar görülebilir. 

Literatürde alt ekstremite İ/R hasarı sonrası mortalite oranı %15-52, amputasyon oranı 

ise %12-22 olarak belirtilmiştir. Cerrahi girişim sonrasında ancak %60-70 olguda tam 

düzelme sağlanabilmektedir. Uzun süre iskemik kalmış ekstremitenin tekrar 

kanlandırılmasıyla ortaya çıkan serbest oksijen radikallerinin, endotel ve nötrofillerle 

etkileşerek lipid peroksidasyonunu arttırması, lokal ve sistemik birçok etkinin ortaya 

çıkmasına neden olur. Hücre şişmesi, ödem, toksin ve miyoglobin salınımı ile beraber, 

SOR’lerin etkisi ile akut böbrek yetersizliği, akciğer ödemi, akut sıkıntılı solunum 

sendromu, şok karaciğeri gibi sistemik hasarlar gelişebilir (Pontoppidan et al. 1972, 

Dantzker and Scharf 1998) İskemik dokuda ATP üretimi durur, sonuç olarak hücre 

metabolizması esnasında hücrede oluşan serbest radikaller (SR) temizlenemez. 

Reperfüzyon, dokularda kompleman sistemi aktivasyonu, proteaz aktivasyonu ve 

araşidonik asit metabolizması gibi birçok mekanizma ile SR oluşumuna katkıda 

bulunarak, hasarın büyümesine neden olur (Huether and McCance 2016, McCance and 

Huether 2013). Yine reperfüzyon ile bölgeye nötrofil infiltrasyonu olması ve 

inflamatuar sitokinlerin artması hasarı şiddetlendirir. İ/R hasarına en duyarlı hücre 

yapıları zar lipidleri, nükleik asitler ve hücre yapı proteinleridir (Kumar et al. 2017). 

İ/R sonrası hem iskemik alanda lokal hasar oluşmakta hem de iskemik alan dışındaki 

uzak organlarda hasar oluşabilmektedir. Uzak organ hasarında akciğer hedef organ 

durumunda olup klinik olarak büyük önem taşımaktadır (Fantini and Conte 1995). Bu 
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nedenle, biz de bu çalışmamızda ratlarda infrarenal aortayı klempleyerek alt ekstremite 

İ/R modeli oluşturduk ve İ/R’nin akciğer dokusu üzerindeki etkilerini araştırdık.  

SOR’ların etkisini önlemede mannitol, allopürinol, askorbik asit, süperoksit dismutaz, 

pentoksifilin, alfa tokoferol gibi bazı maddeler denenmiştir ve deneysel olarak İ/R 

hasarını önlemede etkili oldukları gösterilmiştir (Pepine 1991, Mueller et al. 1991, 

Köksoy et al. 2001, Halliwell 1989). Bu antioksidan maddelerin ya pulmoner 

mikrovasküler permeabilite artışı ve nötrofil akümülasyonunu önleyerek ya da 

antioksidan sistemi aktive etmek suretiyle, İ/R sonrasında ortaya çıkan uzak doku-

organ hasarına karşı koruyucu etkiye sahip oldukları gösterilmiştir (Joyce et al. 2001). 

SR temizleyicileri, reaktif oksijen parçaları ile reaksiyona girerek bunları zararsız 

maddeler haline dönüştüren ajanlardır. Bu ajanlar SOD, CAT ve GSH-Px olarak 

sıralanabilir. (Halliwell 1989). CAT in vivo olarak SOD ile kombine bir şekilde etki 

eder. CAT, H₂ O₂  yıkımını katalize eder. Bu enzimin yüksek kan düzeyleri 

antioksidan etkinliği gösterir. Deneysel çalışmaların birçoğunda yazarlar, İ/R 

hasarında doku ve serum örneklerinde, CAT aktivite düzeylerinin kontrol gruplarına 

göre azalmış olduğunu ve bu azalışın oksidan mekanizmaların baskın oluşundan 

kaynaklandığını düşünmüşlerdir (Atahan ve ark. 2010, Xiao et al. 2017). Caskurlu ve 

arkadaşları, böbrek İ/R hasarına karşı bir çörek otu bitkisi olan Nigella Sativa’nın 

koruyucu etkinliğini araştırdıkları çalışmada, İ/R hasarı sonucu böbrek dokusunda 

CAT aktivitesinde istatiksel olarak anlamlı azalma olduğunu tespit etmişlerdir 

(Caskurlu ve ark. 2016). Sıçanlarda deneysel over torsiyonu oluşturulup tadalafil 

verilen grupta, ilaç verilmeyen gruba göre CAT aktivitesinin arttığı izlenmiştir (Arikan 

ve ark. 2010). Xiao ve arkadaşları, ratlardan elde ettikleri hippokampal kesitlerde 

kortikosteronla indüklenen CA3-CA1 yolağının anormal glutamaterjik sinaptik 

iletimine amantadinin nöroprotektif etkisini araştırdıkları deneysel çalışmada, 

kortikosteron verilen grupta CAT aktivitesinin kontrol grubuna göre anlamlı derecede 

düşük olduğunu, kortikosteronla oksidatif stres oluşturulduktan sonra amantadin 

verilen grupta CAT aktivitesinin  kortikosteron verilen gruba göre anlamlı derecede 

yüksek olduğunu göstermişlerdir (Xiao et al. 2017). Kiriş ve arkadaşlarının infrarenal 

aortik İ/R modelinde gadolinyum klorürün renal hasara etkisini araştırdıkları 

çalışmalarında; CAT aktivitesinin aortik İ/R grubunda kontrol grubuna göre anlamlı 

olarak arttığını ve gadolinyum klorür uygulaması ile azaldığını bildirmişler (Kiriş ve 



41 

 

ark. 2005). Kapan ve arkadaşları, rat alt ekstremite İ/R hasarı modelinde, İ/R grubunda 

akciğer dokusu CAT aktivitesinin kontrol grubuna göre anlamlı derecede yüksek 

olduğunu, eritropoietin verdiklerinde CAT aktivitesinin İ/R grubuna göre anlamlı 

derecede düşük olduğunu göstermişlerdir (Kapan ve ark. 2009). Bizim çalışmamızda 

da Kapan ve arkadaşlarının çalışmasına benzer şekilde, İ/R grubunun CAT düzeyi 

Grup Sham’a göre yüksekti. İ/R hasarında CAT düzeylerindeki bu artışın, oksidatif 

stres durumunun bastırılabilmesi için bir cevap olduğu savunulmuştur. Amantadin 

uyguladıktan sonra CAT düzeyinin daha da artması ile bu yanıtın potansiyalize 

olduğunu düşündük. 

SOD, süperoksitin hidrojen perokside dönüşümünü katalizler (Halliwell 1989). 

Dimakakos ve arkadaşları abdominal aortada oklüzyon oluşturarak intestinal 

organlarda oksidan hasara karşı vitamin E’nin etkisini araştırdıkları deneysel 

çalışmalarında, E vitamininin SOD aktivitesinde azalmaya neden olduğunu ve post 

iskemik hasara karşı koruduğunu bildirmişlerdir (Dimakakos et al. 2002).  Çavdar ve 

arkadaşları, ratlarda renal İ/R hasarı oluşturarak yaptıkları deneysel çalışmada, İ/R 

grubunda renal doku SOD aktvitesinin kontrol grubuna göre düşük olduğunu, İ/R ile 

birlikte taurin uygulanan grupta İ/R grubuna göre SOD aktivitesinin yüksek olduğunu 

göstermişlerdir (Çavdar ve ark. 2017). Bir başka çalışmada ise; 45 dakika renal 

iskemiyi takiben uygulanan 24 saatlik reperfüzyon sonrası serum SOD düzeylerinin 

azalmış olduğu ve hidrojenden zengin tuz verildiğinde SOD aktivitesinin arttığı 

bildirilmiştir (Wang et al. 2011). Fakouri ve arkadaşları, testiküler İ/R hasarında testis 

dokusu SOD etkinliğinin önemli ölçüde azaldığını, folik asid uygulaması ile SOD 

aktivitesinin istatistiksel olarak anlamlı derecede arttığını bildirmişlerdir (Fakouri et al 

2017). Kapan ve arkadaşları, ratlarda alt ekstremite İ/R hasarı modelinde, İ/R grubunda 

akciğer dokusu SOD aktivitesinin kontrol grubuna göre yüksek olduğunu, İ/R ile 

birlikte eritropoietin verdikleri grupta SOD aktivitesinin İ/R grubuna göre düşük 

olduğunu göstermişlerdir (Kapan ve ark. 2009). Kiriş ve arkadaşlarının, infrarenal 

aortik İ/R modelinde gadolinyum klorürün renal hasara etkisini araştırdıkları 

çalışmalarında; SOD aktivitesinin aortik İ/R grubunda kontrol grubuna göre anlamlı 

olarak arttığını ve gadolinyum klorür uygulaması ile azaldığını bildirmişler (Kiriş ve 

ark. 2005). Literatürde birçok çalışmada, İ/R durumlarında SOD değerlerinin azaldığı, 

daha az olarak da arttığı hakkında farklı görüşler bulunmaktadır. Bizim çalışmamızda 
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ise, İ/R grubunun SOD düzeyi Grup Sham’a göre yüksekti. Bununla birlikte literatürün 

çoğunluğuna benzer şekilde, amantadin uyguladıktan sonra SOD değerlerinin 

istatistiksel olarak anlamlı olmasada; daha da yükseldiğini gözlemledik. İ/R hasarında 

SOD düzeylerindeki bu artışın, oksidatif stres durumunun bastırılabilmesi için bir 

yanıt olduğu savunulmuştur. Amantadin uyguladıktan sonra SOD düzeyinin daha da 

artması ile bu yanıtın potansiyalize olduğunu düşündük. 

İ/R’de oluşan serbest radikaller, yüksek reaktiviteleri nedeniyle membranlardaki 

lipitlere saldırarak lipid peroksidasyonunu başlatırlar. Akciğerlerde İ/R hasarı 

sırasında akümüle olan lipid peroksidasyon ürünü MDA’nın, tiyobarbitürik asit reaktif 

maddeleri ile verdiği reaksiyon spektrofotometrik olarak ölçülerek, akciğer hasarının 

derecesi hakkında fikir edinilebilir (Sakamaki et al. 1997). Dokularda lipid 

peroksidasyon oluşumu ve buna bağlı olarak MDA artışı, hücrede membran 

bütünlüğünün yok olmasına, permeabilitenin artmasına, hücrelere kalsiyum ve 

sodyum gibi elektrolit geçişlerinin hızlanması sonucu ATP kaybına, DNA hasarına ve 

hücre ölümleri ile sonuçlanan fizyolojik, metabolik ve işlevsel bozukluklara yol 

açabilmektedir (Tarin et al. 1998). Bu sebeplerden dolayı çalışmamızda reperfüzyon 

hasarının ortaya konabilmesi için MDA ölçümü yapılmıştır. Literatürde alt ekstremite 

İ/R hasarı modeli oluşturulan ve MDA düzeyinin araştırıldığı birçok çalışma 

bulunmaktadır. Tekeli ve arkadaşlarının yapmış oldukları alt ekstremite İ/R modelinde 

reperfüzyon sonrası akciğer dokusunda MDA düzeylerinin yüksek olduğu, takrolimus 

verildiğinde ise MDA düzeylerinin düşük olduğunu tespit etmişlerdir (Tekeli ve ark. 

2001). Uysal ve arkadaşları alt ekstremite İ/R hasarı sonrasında akciğer dokusu ve 

kanda MDA’nın yükseldiğini; eritropoietin verildiğinde ise MDA düzeyinin azaldığını 

saptamışlardır (Uysal ve ark. 2006). Alaçam ve arkadaşları, İ/R hasarı sonrası akciğer 

dokusu MDA seviyesinin kontrol grubuna göre yüksek olduğunu; karnozin 

verdiklerinde ise MDA seviyesinin azalmış olduğunu göstermişlerdir (Alaçam ve ark. 

2010). Kapan ve arkadaşları, ratlarda alt ekstremite İ/R grubunda akciğer dokusu 

MDA seviyesini kontrol grubuna göre yüksek bulmuşlardır. İ/R ile birlikte 

eritropoietin verdikleri grupta akciğer dokusu MDA seviyesinin İ/R grubuna göre 

düşük olduğunu fakat istatistiksel olarak anlamlı olmadığını bildirmişlerdir (Kapan ve 

ark. 2009). Pehlivan ve arkadaşları intestinal iskemi oluşturulan sıçanlarda Diosmin 

Hesperidin’ in etkisini araştırmış, Diosmin uygulanmayan İR grubunda MDA düzeyi, 
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Diosmin uygulanan gruba kıyasla anlamlı düzeyde yüksek bulunmuştur (Pehlivan ve 

ark. 2004). Biz de çalışmamızda literatürle uyumlu bir şekilde İ/R sonrasında MDA 

düzeylerinin Grup Sham’a göre yüksek olduğunu ve amantadin uygulaması ile MDA 

düzeylerinin Grup İ/R’ye göre azaldığını gördük. Bu azalma 135 mg amantadinde daha 

belirgindi. MDA düzeyindeki bu azalma istatistiksel olarak anlamlı olmasada, 

amantadinin İ/R’de koruyucu etkilerinin olabileceğini ve doz artışı ile bu etkinin daha 

belirgin olabileceğini düşündürdü. 

NMDA reseptörü; membran kalsiyum kanalı olarak işlev gören, başlangıçta merkezi 

sinir sisteminde tanımlanan glutamat reseptör ailesinin bir üyesidir (De Resende et al. 

2015). NMDA kanallarının aktivasyonu hücre içi kalsiyum artışına neden olur. Hücre 

içi kalsiyum birikimi de NO oluşumuna neden olan nitrik oksit sentaz (NOS) yolunun 

aktivasyonu ile SR oluşumunu uyarır.  NMDA reseptörlerinin aşırı aktivasyonu da 

apopitozise giden olayları başlatmaya katkıda bulunur (Faden et al. 1990, Faden et al. 

1988). NMDA antagonistlerinin, çeşitli organ ve dokularda İ/R hasarına karşı 

koruyucu etkileri olduğu bildirilmiş ve bu ajanların antioksidan aktiviteyi arttırdığı, 

oksidan etkiyi azalttığı gösterilmiştir (Camara-Lemarroy et al. 2009, Özdemir ve ark. 

2013, Özsüer ve ark. 2005). Ke ve arkadaşlarının 104 adet rat ile oluşturduğu siyatik 

sinir İ/R modelinde bir NMDA reseptör antagonisti olan MK-801'in sistemik 

enjeksiyonunun TNF-α’nın aktivasyonunu inhibe ettiği, hücre infiltrasyonunu ve 

demiyelinizasyonu hafiflettiği, iNOS ve NO aktivitesini azalttığı ve böylelikle rat sinir 

sistemini İ/R hasarına karşı koruyabileceği ortaya konmuştur (Ke et al. 2016). Ratlarda 

serebral İ/R hasarı modeli oluşturulan bir başka çalışmada, İ/R grubunda total oksidan 

durum (TOS) değerinin kontrol grubuna göre anlamlı derecede yüksek olduğu, İ/R ile 

birlikte NMDA reseptör antagonisti olan memantin verilen grupta TOS değerinin İ/R 

grubuna göre anlamlı derecede düşük olduğu bildirilmiştir (Özdemir ve ark. 2013). 

NMDA reseptör antagonisti ketaminin de İ/R hasarından koruyucu etkisi tespit 

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

Amantadin NMDA reseptör antagonistleri gurubuna dahil bir ajandır. 1966 yılında 

Asya İnfluenzasına karşı koruyucu bir ajan olarak Amerika Birleşik Devletleri'nde 

onaylanmıştır (Hubsher et al. 2012). Literatüre baktığımızda İ/R hasarı modellerinde 

amantadin ile yapılmış herhangi bir çalışmaya rastlamadık. Ancak; amantadinin 
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nöroprotektif etki mekanizması ile ilgili olarak ratlardan elde edilen hippokampal 

kesitlerde kortikosteron ile indüklenen CA3-CA1 yolağının anormal glutamaterjik 

sinaptik iletiminde amantadinin oksidatif stresi azalttığı ve bunu antioksidan 

özellikteki SOD ve CAT aktivitelerini düzenleyerek oluşturduğunu bildiren tek bir 

çalışmaya rastladık. Ayrıca bu çalışmada amantadinin nöroprotektif etkisinin hücre 

içine Ca+2 girişini azaltarak ve apopitozisi önleyerek yaptığı öne sürülmüştür (Xiao et 

al. 2017). NMDA antagonisti olan amantadinin İ/R hasarına karşı koruyucu etkisinin 

olabileceğini düşünerek ve literatürde amantadinin farklı dozlarının İ/R hasarına karşı 

koruyucu etkisini gösteren bir çalışma olmaması sebebiyle bu çalışmayı planladık. 

Akciğer dokusu alt ekstremite İ/R hasarının en çok etkilediği hedef organdır. Bunun 

etyolojisi tam olarak bilinmemekle birlikte, reperfüzyon sırasında bazı hümoral 

mediatörlerin bu hedef organ hasarında rol oynadığı düşünülmektedir (Fantini and 

Conte 1995, İsbir ve ark. 2000). Akciğerlerde meydana gelen hasar histopatolojik 

olarak, alveol duvar kalınlaşması, nötrofil ve lenfositlerin infiltrasyonu, interstisyel 

ödem olarak kendini göstermektedir (Önem ve ark. 2011). Polimorfonükleer 

lökositlerin alt ekstremitelerin İ/R’si nedeniyle oluşan akciğer hasarında esas role 

sahip olduğu ve bu hücrelerin azalmasının akciğerler üzerinde koruyucu etkisi olduğu 

gösterilmiştir (Klausner et al. 1988). Alt ekstremite İ/R uygulanan ratlarda akciğer 

reperfüzyon hasarını önlemek için takrolimus kullanılan bir çalışmada, takrolimusun 

akciğer dokusu ışık mikroskopisinde nötrofil infiltrasyonunda azalma oluşturduğunu 

tespit etmişler. Ayrıca yazarlar; daha az intraalveolar kanama, kan damarları etrafında 

daha az ödem ve intraalveolar septum kalınlığının normale yakın olduğunu 

bildirmişlerdir. Ancak takrolimus verilmeyen ratlarda ise alveolar yapının tamamen 

bozulduğunu, alveolar septada kalınlaşma ve interstisyel ödem olduğunu tespit 

etmişlerdir. Buna ek olarak alveoller etrafında büyük odaklar oluşturan lökositik 

infiltrasyonlar, intraalveoler fibrin depozitleri ve intraalveoler kanama tespit 

etmişlerdir (Tekeli ve ark. 2001). Köksel ve arkadaşları ratlara lipopolisakkarit enjekte 

ederek oluşturdukları sepsis modelinde kafeik asit fenil ester (CAPE)’nin akciğer 

hasarına olan koruyucu etkisini araştırmışlar; akciğer dokusunda histopatolojik olarak 

CAPE verildiğinde kontrol grubuna yakın bir seviyeye gerilediği gösterilmiştir 

(Köksel ve ark. 2006). Küçükebe ve arkadaşları, ratlarda alt ekstremite İ/R hasarı 

oluşturarak deksmedetomidinin akciğer hasarına etkisini araştırdıkları bir çalışmada, 
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İ/R grubunda akciğer dokusu hasar skorunun kontrol grubuna göre yüksek olduğunu, 

İ/R ile birlikte deksmedetomidinin farklı dozlarını (50 mg/kg, 100 mg/kg) verdikleri 

gruplarda akciğer dokusu hasar skorunun İ/R grubuna göre düşük olduğunu 

göstermişlerdir (Küçükebe ve ark. 2015).Bizim çalışmamızda da, İ/R sonrasında 

akciğer dokusu nötrofil/lenfosit infiltrasyon skoru Grup Sham’a göre anlamlı derecede 

yüksek bulundu. Akciğer dokusunu histopatolojik olarak incelediğimizde, 

amantadinin nötrofil infiltrasyonunu azaltarak; İ/R’ye bağlı hasarı azalttığını 

gözlemledik. Bu azalma 135 mg/kg amantadin uygulanan grupta, 90 mg/kg amantadin 

uygulanan gruba göre daha belirgindi fakat anlamlı farklılık yoktu. İ/R hasarına bağlı 

olarak alveol duvar kalınlığında anlamlı derecede artış olduğunu ve amantadin ile bu 

hasarın düzeldiğini gözlemledik. Özellikle alveol duvar kalınlaşma skor düzeyleri 

incelendiğinde; 135 mg /kg amantadin ile değişikliklerin anlamlı olarak azaldığını, 

ancak bu etkinin 90 mg/kg’da belirgin olmadığını gördük. İ/R hasarının neden olduğu 

histopatolojik değişikliklerde yüksek doz amantadinin daha etkin olduğunu 

düşünüyoruz. 
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6. SONUÇ 

Sonuç olarak; bir NMDA antagonisti olan amantadinin farklı dozlarının, alt ekstremite 

İ/R hasarında akciğer dokusu üzerine olan etkilerini araştırdığımız çalışmamızda; 

akciğer dokusu CAT, SOD, MDA düzeyleri göz önüne alındığında diğer NMDA 

antagonisti ajanların etkisine benzer olarak İ/R hasarına karşı koruyucu etkisinin 

olduğunu düşünmekteyiz. Çalışmamızda, akciğer dokusu biyokimyasal değerleri 

arasında istatistiksel olarak anlamlı fark bulamasak da akciğer dokusunun 

histopatolojik olarak İ/R hasarından etkilenmiş olduğunu ve bu hasarın amantadin 

kullanımıyla düzeltilebileceğini gözlemledik. Bu durum 135 mg/kg amantadin verilen 

deneklerde 90 mg/kg amantadin verilen deneklere göre daha belirgindi.  
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