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Iskemi-Reperfiizyon Olusturulmus Rat Beyin Dokusunda
N-Asetilsistein’in Oksidatif Hasar ve Adropin Uzerine Etkileri

Amag: Beyinde iskemi-reperflizyon (I-R) hasarinin patogenezinde oksidatif stres ©nemli rol
oynamaktadir. Bu calismada I-R olusturulmus rat beyin dokusunda antioksidan &zelligi bilinen N-
asetil sisteinin (NAS) oksidatif hasar ve doku adropin diizeyi Uzerinde meydana getirdigi
degisikliklerin incelenmesi amaglanmistir.

Gere¢ ve Yontem: Calismada, 24 adet Wistar albino cinsi erkek siganlar kullanildi. Deney
hayvanlari Kontrol, Sham, I-R ve IR+NAS olmak Uzere 4 esit gruba ayrildi. Kontrol grubuna deney
suresince higbir uygulama yapiimadi. I-R ve I-R + NAS grubundaki siganlar supine pozisyonda
sabitlenip servikal orta hattan basit bir insizyonla bilateral karotis kommunis arterler ortaya
¢ikarildiktan sonra anevrizma klip'leri ile 60 dakika sure ile kliplendikten sonra klipler agilarak 120
dakika reperfiizyonu saglandi. IR+NAS grubundaki siganlara kliplerin agilmasiyla birlikte tek doz 50
mg/kg NAS i.p. olarak uygulanip 120 dakika reperflizyonu saglandi. Deney sonunda sicanlar
dekapite edildi. Sicanlardan kan drnekleri ve beyin dokulari alindi. Rutin takip islemleri ile dokular
parafin bloklara gémildi. Bloklardan alinan kesitlere adropin immunreaktivitesi igin avidin-biodin-
peroksidaz yéntemi uygulandi. Serum total antioksidan seviye ve total oksidan seviyeleri belirlendi.

Bulgular: Kontrol grubuyla karsilastirildiginda serum total antioksidan seviye ve adropin
immunreaktivitesi I-R grubunda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmis, total oksidan seviye
I-R grubunda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmis saptandi. I-R grubu ile karsilastirildiginda
ise I-R + NAS grubunda serum total antioksidan seviye ve adropin immdunreaktivitesi istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde artmig, total oksidan seviye istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmis
saptandi.

Sonug: Bu galisma I-R’nin beyin dokusunda adropin seviyelerini azalttigini ve adropinin de NAS
gibi antioksidan olarak koruyucu rol oynayabilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: [skemi-reperfiizyon, adropin, N-asetilsistein, beyin

Effectivity of N-Acetylcysteine on Oxidative Stress and Adropin Levels in Rat
Brain Induced by Ischemia/Reperfusion

Objective: Oxidative stress plays a key role in the pathogenesis of cerebral ischemia/reperfusion
(I/R) injury. In this study, we aimed to investigate the effect of N-acetylcysteine (NAC), which is
known to have antioxidant properties, on oxidative stress and tissue adropin levels, in I/R-induced
rat brain tissue.

Materials and Methods: The study included 24 male Wistar-Albino rats. The animals were
randomly divided into 4 groups: control, Sham, I/R, and I/R+NAC. In both I/R and I/R+NAC groups,
bilateral common carotid arteries were clamped for 60 min using aneurysm clips, in IR group
clamps were removed and reperfusion was performed for 120 min. In the I/R+NAC group, after the
removal of the clamps NAC 50 mg/kg intraperitoneally administrated in a single dose and
reperfusion was performed for 120 min. At the end of the experiment, all the rats were decapitated.
Serum samples were obtained and the brain tissues were removed and embedded in paraffin
blocks. Sections obtained from paraffin blocks were analyzed using the avidin-biotin-peroxidase
complex technique to assess adropin immunoreactivity. Serum total antioxidant status and total
oxidant status levels were measured.

Results: The TAS levels and adropin immunoreactivity decreased significantly while the TOS
levels increased significantly in the I/R group compared to the control group. However, the TAS
levels and adropin immunoreactivity increased significantly while the TOS levels decreased
significantly in the I/R+NAC group compared to the I/R group.

Conclusion: It was revealed that I/R injury decreased the adropin levels in brain tissue and
adropin can provide antioxidant protection similar to NAC.

Key words: Ischemia-reperfusion, adropin, N-acetylcysteine, brain

Giris

Serebral iskemi sonucu gelisen hasar her zaman iskemik dénem ile sinirli olmayip,
kan akimnin tekrar saglandi§i durumlarda mortalite ve morbidite yi arttiran
“iskemi/reperfiizyon hasari” denilen ek hasarlar da olusabilir (1). iskemik inmenin erken
asamasinda kan akigindaki hizli disis, ATP tikenmesine ve ATP sentezi
bozukluklarina neden olarak, néronal hiicre zarlarinin depolarizasyonuna ve hiicre
icinde ve disinda iyon homeostazinin bozulmasina yol acar (2). iskemi/reperfiizyon
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hasarinda altta yatan molekiler mekanizmalar
belirsizligini korumakla birlikte patogenezde oksidatif
stresin  6nemli rol oynadigi gosterilmistir (3-5).
iskemilreperfiizyon, asiri reaktif oksijen radikalleri
(ROS) Uretimi, eksitotoksisite, oksidatif stres,
enflamasyon, 6dem, apoptoz, kan beyin bariyerinin
bozulmasi, nekroz gibi bir dizi molekller mekanizmalar
yoluyla beyin hasarini artirir (2, 6). Bu durumu ortadan
kaldirabilmek icin deneysel ¢alismalarda 50 den fazla
noroprotektif ilag denenmis olmasina ragmen higbiri
klinik kullanima girebilecek yeterlilikte bulunmamigtir
(7). Indirgenmis glutatyonun (GSH) énciisii olan N-
asetilsistein (NAS) genellikle parasetamol
intoksikasyonunun tedavisinde ve mukolitik tedavi
amaciyla kullaniimasinin yani sira, noroprotektif
ozellikler gésteren bir ilag olarak da kabul edildiginden
patogenezinde oksidatif stresin rol aldigi cesitli
hastaliklarin tedavisinde de kullanilabilmektedir (8, 9).
NAS, oksidatif stres ile ilgili gesitli bozukluklardaki
etkisini, GSH Uretimini arttirarak, detoksifikasyon
gelistiren ve dogrudan serbest radikal temizleyicileri
olarak hareket eden metabolitlere donustirerek
gosterdigine inaniimaktadir (10-12). NAS’In  beyin
iskemi/reperfiizyon hasarina karsi koruyucu etkisini
gosteren deneysel calismalar mevcuttur (13-15).

Adropin ilk olarak Kumar ve ark. (16) tarafindan
karaciger ve beyinde saptanmistir. Lovren ve ark.
(17)ynin yaptigi ¢galismada endoteliyal nitrik oksit sentaz
ekspresyonunu arttirarak hicrelerin proliferasyonunu
destekleyebilecegi ve endoteliyumun korunmasini
saglayabilecegi ortaya konmusgtur.

Bu calismada sican beyin  dokusunda
iskemi/reperfizyonun meydana getirdigi degisiklikler
Uzerine antioksidan etkinligi kanitlanan NAS'’in
koruyucu etkilerinin serum total antioksidan seviye
(TAS), total oksidan seviye (TOS) degerlerinin yaninda
daha 6nce Olglilmemis olan adropin immiin reaktivitesi
Uzerine etkilerini arastirmay! amagladik.

Gereg ve Yontem

Calismada 8-10 haftalik erigskin Wistar Albino cinsi
erkek siganlar kullanildi. Siganlar bulunduklari ortamin
sicakhgl 22-25 ° C arasinda sabit ortamda ve 12 saat
iIsik, 12 saat karanhkta takip edildi. Siganlar
havalandirma sistemi bulunan bir ortamda 6zel olarak
hazirlanmis ve her gin altlari temizlenen kafeslerde
beslendi. Yemler 6zel celik kaplarda, su ise paslanmaz
celik bilyeli biberonlarda normal ¢esme suyu olarak
verildi.

Calismada kullanilan 24 adet Wistar Albino cinsi
erkek siganlar; Kontrol, Sham, I-R ve IR+NAS olmak
Uizere 4 gruba ayrildi. Kontrol grubuna deney siiresince
herhangi bir iglem yapimadi. Sham grubundaki
siganlar supine pozisyonda sabitlenip servikal orta
hatta basit bir insizyonla bilateral karotis kommunis
arterler ortaya gikarildiktan sonra ciltleri 3/0 ipek ile
kapatildi ve deneyin 3. saatinde dekapite edildi.

I-R grubundaki siganlar supine pozisyonda
sabitlenip servikal orta hattan basit bir insizyonla
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bilateral karotis kommunis arterler ortaya c¢ikarildiktan
sonra anevrizma Klipsleri ile 60 dakika sure ile
klemplendikten sonra Kklipsler acilarak 120 dakika
reperflizyon saglandikan sonra dekapite edildi. |-
R+NAS grubundaki sicanlar ise supine pozisyonda
sabitlenip servikal orta hattan basit bir insizyonla
bilateral karotis kommunis arterler ortaya cikarildiktan
sonra anevrizma Kklipsleri ile 60 dakika sure ile
klemplendikten sonra Kklipsler acildi ve klipslerin
aclimasiyla birlikte tek doz 50 mg/kg N-Asetilsistein
intraperitoneal  olarak  uygulanip 120  dakika
reperflizyon saglandiktan sonra dekapite edildi.

Deney sonunda tiim gruplardaki sicanlar dekapite
edildikten sonra beyin dokulan ¢ikariip %10’luk
formaldehit sollisyonunda tespit edilip histolojik takip
serilerinden  gegcirildikten sonra parafin  bloklara
goémuldi. Serum TAS ve TOS calismasi icin alinan
serumlar galisma giiniine kadar —80 ° C sakland!.

Total Antioksidan Seviye (TAS) ve Total
Oksidan Seviye (TOS) Olgiimleri: Serum TAS ve
TOS dizeyleri Olympus AU2700 otoanalizériinde Rel
Assay Total Antioksidan Status Test Kiti (Mega Tip
San. ve Tic. Ltd. $ti., Gaziantep, Turkiye) kullanilarak
olglldi (18, 19).

immiinohistokimya: Parafin bloklardan 4—6 um
kalinliginda alinan kesitler polilizinli lamlara alindi.
Deparafinize edilen dokular dereceli alkol serilerinden
gegcirilip  antigen retrieval igin  sitrat tampon
solisyonunda pH:6’da mikrodalga firinda (750W) 7+5
dakika kaynatildi. Kaynatma sonrasi oda isisinda
yaklasik 20 dakika sogutmak igin bekletilen dokular
PBS (Phosphate Buffered Saline, P4417, Sigma-
Aldrich, USA) ile 3x5 dakika yikandiktan sonra endojen
peroksidaz aktivitesini 6dnlemek icin hidrojen peroksid
blok solusyonu ile 5 dakika inkiube edildi (Hydrogen
Peroxide Block, TA-125-HP, Lab Vision Corporation,
USA). PBS ile 3x5 dakika yikanana dokulara zemin
boyasini engellemek igin 5 dakika Ultra V Block (TA-
125-UB, Lab Vision Corporation, USA) sollisyonu
uygulandiktan sonra 1/200 oraninda dilue edilen
adropin  primer antikor (anti-adropin  antibody,
ab122800, Abcam, Cambridge, UK) ile 60 dakika nemli
ortamda oda isisinda inkiibe edildi. Dokular, primer
antikor uygulanmasindan sonra PBS ile 3x5 dakika
yikandiktan sonra sekonder antikor (biotinylated Goat
Anti-Poliyvalent (anti-mouse / rabbit 1gG), TP-125-BN,
Lab Vision Corporation, USA) ile 30 dakika nemli
ortamda oda isisinda inklibe edildi. Dokular, sekonder
antikor uygulanmasindan sonra PBS ile 3x5 dakika
yikanip Streptavidin Peroxidase (TS-125-HR, Lab
Vision Corporation, USA) ile 30 dakika nemli ortamda
oda isisinda inklibe edildikten sonra PBS igerisine
alindi. Dokulara 3-amino-9-ethylcarbazole (AEC)
Substrate + AEC Chromogen (AEC Substrate, TA-015
ve HAS, AEC Chromogen, TA-002-HAC, Lab Vision
Corporation, USA) solusyonu damlatiip 1sik
mikroskobunda gériinti sinyali alindiktan sonra es
zamanl olarak PBS ile ylkamaya alindi. Mayer's
hematoksilen ile zit boyamasi yapilan dokular PBS ve
distile sudan gegirilerek uygun kapatma solusyonu
(Large Volume VisionMount, TA-125-UG, Lab Vision
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Cilt : 33, Sayi: 2

Corporation, USA) ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar
Leica DM500 mikroskobunda incelenerek
degerlendirildi ve fotograflandi (Leica DFC295).

Boyamada immuinreaktivitenin yayginhigr (0.1:
<%25, 0.4: %26-50, 0.6: %51-75, 0.9: %76-100) ve
siddeti (0: yok, +0.5: ¢ok az, +1:az, +2: orta,
+3:siddetli) esas alinarak histoskor olusturuldu
(Histoskor= yayginlik x siddet).

istatistiksel Analiz; %80 glc ve 0,05 anlamhlik
seviyesinde gl¢ analizi yapildiginda her bir grupta en
az 6 denek olmasi gerektigi hesaplanmistir. Elde edilen
veriler ortalama =+ standart sapma olarak belirlendi.
istatistiksel analiz igin SPSS version 22 programi
kullanildi. Olglilen degerlerin hassasiyet gdstermesi ve
orneklem hacminin blyuatiimesi ¢alisma bitgesini
asacagindan ve ayrica O&lgimlerin parametrik test
varsayimlarini sagladigi da géruldigunden dolayi
gruplar arasi kargilastirmalar igin One-way ANOVA ve
post-hoc test olarak Tukey testi kullanildi. p<0.05
degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular

TAS Diizeyleri: Tim gruplara ait serum TAS
dizeylerinin degerlendirilmesi icin yapilan biyokimyasal
calismada; TAS dlizeyleri; kontrol ve Sham gruplarinda
benzerdi (P=0.995). Kontrol grubuyla kiyaslandiginda I-
R grubunda TAS dizeyleri istatistiksel olarak anlamli
bir sekilde azalmis olarak izlendi (P<0.001). I-R grubu
ile kiyaslandiginda ise [-R+NAS grubunda TAS
dizeyleri istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmisti
(P<0.001, Tablo 1).

Tablo 1. Serum TAS ve TOS duzeyleri
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Gruplar TAS TOS

Kontrol 60.29+7.23 17.00+4.98
SHAM 59.61+3.42 21.03+1.96
IR 25.44+2 842 39.1246.39°
IR + NAS 56.43+1.81° 21.18+4.51°

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmigtir.
2 Kontrol grubuna ile karsilagtiriidiginda,
® |-R grubu ile karsilastirildiginda  (P<0.05).

TOS Diizeyleri: Tum gruplara ait serum TOS
dizeylerinin degerlendiriimesi i¢in yapilan biyokimyasal
calismada; TOS duzeyleri; kontrol ve Sham
gruplarinda benzerdi (P=0.551). Kontrol grubuyla
kiyaslandiginda I-R  grubunda TOS dlzeyleri
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmis olarak
izlendi (P<0.001). I-R grubu ile kiyaslandiginda ise I-
R+NAS grubunda TOS duzeyleri istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde azalmigti (P<0.001, Tablo 1).

Adropin immiinreaktivitesi: Adropin
immunreaktivitesi icin yapilan immdinohistokimyasal
boyamanin 1sik mikroskopi altinda incelenmesi sonucu;
Adropin immunreaktivitesi; Kontrol (Sekil 1a) ve Sham
(Sekil 1b) gruplarinda benzerdi (P=0.798). Kontrol
grubuyla kiyaslandiginda I-R grubunda (Sekil 1c)
Adropin immdiinreaktivitesi istatistiksel olarak anlamli bir
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sekilde azalmis bulundu (P<0.001). I-R grubu ile
kiyaslandiginda ise [-R+NAS (Sekil 1d) grubunda
Adropin imminreaktivitesi istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde artmis olarak izlendi (P<0.001) (Tablo 2).

Tablo 2. Adropin immiinreaktivitesi

Gruplar Adropin

Kontrol 1.32+0.26
SHAM 1.12+0.40
IR 0.29+0.10%
IR + NAS 1.30£0.47°

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
# Kontrol grubuna ile karsilastirildiginda,
®|-R grubu ile karsilastirildiginda, (P<0.05).
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Sekil 1. Beyin dokusunda adropin immunreaktivitesi; Kontrol
(Sekil 1a), Sham (Sekil 1b), I-R (Sekil 1c) ve I-R+NAS (Sekil
1d)

Tartisma

iskemik dokularin reperflizyonu, iskeminin erken
doéneminde olusan siiperoksit ve nitrikoksit arasindaki
dengenin superoksit lehine degismesine neden
olmakta ve bunun sonucu olarak enflamatuvar
mediatorlerin salinimina neden olarak dokuda olusan
hasari artirmaktadir (20). iskemi sonrasi olusan alanlar
oksijen ve glukozdan yoksundur. Buna bagli enerji
ihtiyacini saglayan ATP azalmakta, hucre ici Ca™
diizeyi artmaktadir. Ca*? diizeyindeki bu artis fosfolipaz
ve proteazlarin aktivitesini artirarak irreversibl hicre
hasarina neden olmaktadir (21). irreversible hiicre
hasarinin etrafinda noéronal aktivitenin baskilandigi
fakat doku butinlGgunin korundugu penumbra alani
vardir (22). Penumbra alanini kurtarmanin yolu yeterli
serebral kan akimi ile reperfiizyonu saglamaktir (23).
Reperfluzyon tedavisi, inmeli hastalarda tedavinin ilk
asamasinda 6nemli bir rol oynar, fakat reperfliizyon
hasarinin olabilecegi de akilda tutulmalidir (24).
Reperflizyon ile olusan enflamatuvar yanit ve oksidatif
stres patolojik kaskad reaksiyonlarina yol agabilir (25,
26).

Enflamasyonu baskilamak ve ROS uretimini
azaltmak veya oksidatif yikimi onarmak, serebral I-R
hasarina kargi micadelede 6nemli stratejilerdir (27).
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Antioksidan ve antienflamatuar o6zellikleri olan
NAS; serbest radikalleri notralize ederek serbest
radikallerin hicreleri hasara ugratmalarini engeller.
NAS, hicrelerde sistein / GSH seviyesini yukseltir ve
oksidan tirlerin bir temizleyicisi olarak iglev gorir (24).
Knuckey ve ark. (28) yaptigi calismada iskemiden
sonra néronal 6lum patogenezinde serbest radikallerin
rol oynadigini gostermistir. Zhang ve ark. (29) NAS'In
iskemik beyinlerde antioksidan Ozellikleri sayesinde
redoks homeostazisini  koruyarak etki ettigini
saptamiglardir. NAS'In bu 6zelligi, GSH duzeylerinde
ve redoks yollarinda degisikliklerin gbzlendigi nérolojik
bozukluk terapilerinde ¢cok dnemli bir faktor olabilir(24).

NAS; serbest radikallerin GSH' tikenmesini
engelleyerek ve reaktif oksijen turlerini (ROS)
temizleyerek hiicrelerde antioksidan potansiyelin

artmasini saglar (30).

Bu galismada iskemi/reperfiizyon olusturulmus rat
beyin dokusunda NAS'’in oksidatif hasar ve adropin
Uzerine etkileri arastinlmigtir. Bu calismada yapilan
biyokimyasal incelemede kontrol grubu ile Sham
gruplarinda serum TAS ve TOS dizeyleri benzerdi.
Kontrol grubu ile kiyaslandiginda I-R grubunda TAS
dizeyleri istatistiksel olarak anlamh bir sekilde
azalmisken, TOS diizeyi istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde artmis izlendi. I-R grubu ile kiyaslandiginda ise
I-R+NAS grubunda TAS duzeyleri istatistiksel olarak
anlamli  bir gekilde artmigken, TOS dizeyleri
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmisti. Bu da I-
R ile beyin dokusunda olugabilecek oksidatif hasara
karsi  NAS'In  koruyucu etkisinin  olabilecegini
dusundirmektedir.
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NO, cesitli dokularda vicutta sirekli Uretilen /
salinan serbest bir  radikaldir (31). NO
iskemi/reperfizyon hasari da dahil ¢ok sayida
patofizyolojik olayda etkilidir ve stres fizyolojisinde
6nemli rol Ustlenmektedir (32). NO’in  endotel
fonksiyonu ve fizyolojik etkilerinin  korunmasinda
bagimsiz bir faktor oldugu kanitlanmistir (33). Oksidatif
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