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İskemi–Reperfüzyon Oluşturulmuş Rat  Beyin  Dokusunda  
N–Asetilsistein’in Oksidatif Hasar ve Adropin Üzerine Etkileri 

Amaç: Beyinde iskemi-reperfüzyon (I-R) hasarının patogenezinde oksidatif stres önemli rol 
oynamaktadır. Bu çalışmada I-R oluşturulmuş rat beyin dokusunda antioksidan özelliği bilinen N-
asetil sisteinin (NAS) oksidatif hasar ve doku adropin düzeyi üzerinde meydana getirdiği 
değişikliklerin incelenmesi amaçlanmıştır.  

Gereç ve Yöntem: Çalışmada, 24 adet Wistar albino cinsi erkek sıçanlar kullanıldı. Deney 
hayvanları Kontrol, Sham, I-R ve IR+NAS olmak üzere 4 eşit gruba ayrıldı. Kontrol grubuna deney 
süresince hiçbir uygulama yapılmadı. I-R ve I-R + NAS grubundaki sıçanlar supine pozisyonda 
sabitlenip servikal orta hattan basit bir insizyonla bilateral karotis kommunis arterler ortaya 
çıkarıldıktan sonra anevrizma klip'leri ile 60 dakika süre ile kliplendikten sonra klipler açılarak 120 
dakika reperfüzyonu sağlandı. İR+NAS grubundaki sıçanlara kliplerin açılmasıyla birlikte tek doz 50 
mg/kg NAS i.p. olarak uygulanıp 120 dakika reperfüzyonu sağlandı. Deney sonunda sıçanlar 
dekapite edildi. Sıçanlardan kan örnekleri ve beyin dokuları alındı. Rutin takip işlemleri ile dokular 
parafin bloklara gömüldü. Bloklardan alınan kesitlere adropin immünreaktivitesi için avidin-biodin-
peroksidaz yöntemi uygulandı. Serum total antioksidan seviye ve total oksidan seviyeleri belirlendi.  

Bulgular: Kontrol grubuyla karşılaştırıldığında serum total antioksidan seviye ve adropin 
immünreaktivitesi I-R grubunda istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde azalmış, total oksidan seviye 
I-R grubunda istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde artmış saptandı. I-R grubu ile karşılaştırıldığında 
ise I-R + NAS grubunda serum total antioksidan seviye ve adropin immünreaktivitesi istatistiksel 
olarak anlamlı bir şekilde artmış, total oksidan seviye istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde azalmış 
saptandı.  

Sonuç: Bu çalışma I-R’nin beyin dokusunda adropin seviyelerini azalttığını ve adropinin de NAS 
gibi antioksidan olarak koruyucu rol oynayabileceğini göstermiştir. 

Anahtar Kelimeler: İskemi-reperfüzyon, 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 

Giriş 

Serebral iskemi sonucu gelişen hasar her zaman iskemik dönem ile sınırlı olmayıp, 
kan akımnın tekrar sağlandığı durumlarda mortalite ve morbidite yi arttıran 
‘’iskemi/reperfüzyon hasarı’’ denilen ek hasarlar da oluşabilir (1). İskemik inmenin erken 
aşamasında kan akışındaki hızlı düşüş, ATP tükenmesine ve ATP sentezi 
bozukluklarına neden olarak, nöronal hücre zarlarının depolarizasyonuna ve hücre 
içinde ve  dışında  iyon  homeostazının  bozulmasına  yol  açar  (2).  İskemi/reperfüzyon  
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hasarında altta yatan moleküler mekanizmalar 
belirsizliğini korumakla birlikte patogenezde oksidatif 
stresin önemli rol oynadığı gösterilmiştir (3-5). 
İskemi/reperfüzyon, aşırı reaktif oksijen radikalleri 
(ROS) üretimi, eksitotoksisite, oksidatif stres, 
enflamasyon, ödem, apoptoz, kan beyin bariyerinin 
bozulması, nekroz gibi bir dizi moleküler mekanizmalar 
yoluyla beyin hasarını artırır (2, 6). Bu durumu ortadan 
kaldırabilmek için deneysel çalışmalarda 50 den fazla 
nöroprotektif ilaç denenmiş olmasına rağmen hiçbiri 
klinik kullanıma girebilecek yeterlilikte bulunmamıştır 
(7). İndirgenmiş glutatyonun (GSH) öncüsü olan N-
asetilsistein (NAS) genellikle parasetamol 
intoksikasyonunun tedavisinde ve mukolitik tedavi 
amacıyla kullanılmasının yanı sıra, nöroprotektif 
özellikler gösteren bir ilaç olarak da kabul edildiğinden 
patogenezinde oksidatif stresin rol aldığı çeşitli 
hastalıkların tedavisinde de kullanılabilmektedir (8, 9). 
NAS, oksidatif stres ile ilgili çeşitli bozukluklardaki 
etkisini, GSH üretimini arttırarak, detoksifikasyon 
geliştiren ve doğrudan serbest radikal temizleyicileri 
olarak hareket eden metabolitlere dönüştürerek 
gösterdiğine inanılmaktadır (10-12). NAS’ın beyin 
iskemi/reperfüzyon hasarına karşı koruyucu etkisini 
gösteren deneysel çalışmalar mevcuttur (13-15). 

Adropin ilk olarak Kumar ve ark. (16) tarafından 
karaciğer ve beyinde saptanmıştır. Lovren ve ark. 
(17)’nın yaptığı çalışmada endoteliyal nitrik oksit sentaz 
ekspresyonunu arttırarak hücrelerin proliferasyonunu 
destekleyebileceği ve endoteliyumun korunmasını 
sağlayabileceği ortaya konmuştur. 

Bu çalışmada sıçan beyin dokusunda 
iskemi/reperfüzyonun meydana getirdiği değişiklikler 
üzerine antioksidan etkinliği kanıtlanan NAS’in 
koruyucu etkilerinin serum total antioksidan seviye 
(TAS), total oksidan seviye (TOS) değerlerinin yanında 
daha önce ölçülmemiş olan adropin immün reaktivitesi 
üzerine etkilerini araştırmayı amaçladık. 

Gereç ve Yöntem 

Çalışmada 8-10 haftalık erişkin Wistar Albino cinsi 
erkek sıçanlar kullanıldı. Sıçanlar bulundukları ortamın 
sıcaklığı 22–25 ⁰ C arasında sabit ortamda ve 12 saat 
ışık, 12 saat karanlıkta takip edildi. Sıçanlar 
havalandırma sistemi bulunan bir ortamda özel olarak 
hazırlanmış ve her gün altları temizlenen kafeslerde 
beslendi. Yemler özel çelik kaplarda, su ise paslanmaz 
çelik bilyeli biberonlarda normal çeşme suyu olarak 
verildi.  

Çalışmada kullanılan 24 adet Wistar Albino cinsi 
erkek sıçanlar; Kontrol, Sham, I-R ve IR+NAS olmak 
üzere 4 gruba ayrıldı. Kontrol grubuna deney süresince 
herhangi bir işlem yapılmadı. Sham grubundaki 
sıçanlar supine pozisyonda sabitlenip servikal orta 
hatta basit bir insizyonla bilateral karotis kommunis 
arterler ortaya çıkarıldıktan sonra ciltleri 3/0 ipek ile 
kapatıldı ve deneyin 3. saatinde dekapite edildi.  

I-R grubundaki sıçanlar supine pozisyonda 
sabitlenip servikal orta hattan basit bir insizyonla 

bilateral karotis kommunis arterler ortaya çıkarıldıktan 
sonra anevrizma klipsleri ile 60 dakika süre ile 
klemplendikten sonra klipsler açılarak 120 dakika 
reperfüzyon sağlandıkan sonra dekapite edildi. I-
R+NAS grubundaki sıçanlar ise supine pozisyonda 
sabitlenip servikal orta hattan basit bir insizyonla 
bilateral karotis kommunis arterler ortaya çıkarıldıktan 
sonra anevrizma klipsleri ile 60 dakika süre ile 
klemplendikten sonra klipsler açıldı ve klipslerin 
açılmasıyla birlikte tek doz 50 mg/kg N-Asetilsistein 
intraperitoneal olarak uygulanıp 120 dakika 
reperfüzyon sağlandıktan sonra dekapite edildi. 

Deney sonunda tüm gruplardaki sıçanlar dekapite 
edildikten sonra beyin dokuları çıkarılıp %10’luk 
formaldehit solüsyonunda tespit edilip histolojik takip 
serilerinden geçirildikten sonra parafin bloklara 
gömüldü. Serum TAS ve TOS çalışması için alınan 
serumlar çalışma gününe kadar –80 ⁰ C saklandı. 

Total Antioksidan Seviye (TAS) ve Total 
Oksidan Seviye (TOS) Ölçümleri: Serum TAS ve 

TOS düzeyleri Olympus AU2700 otoanalizöründe Rel 
Assay Total Antioksidan Status Test Kiti (Mega Tıp 
San. ve Tic. Ltd. Şti., Gaziantep, Türkiye) kullanılarak 
ölçüldü (18, 19). 

İmmünohistokimya: Parafin bloklardan 4–6 m 

kalınlığında alınan kesitler polilizinli lamlara alındı. 
Deparafinize edilen dokular dereceli alkol serilerinden 
geçirilip antigen retrieval için sitrat tampon 
solüsyonunda pH:6’da mikrodalga fırında (750W) 7+5 
dakika kaynatıldı. Kaynatma sonrası oda ısısında 
yaklaşık 20 dakika soğutmak için bekletilen dokular 
PBS (Phosphate Buffered Saline,  P4417, Sigma-
Aldrich, USA) ile 3x5 dakika yıkandıktan sonra endojen 
peroksidaz aktivitesini önlemek için hidrojen peroksid 
blok solusyonu ile 5 dakika inkübe edildi (Hydrogen 
Peroxide Block, TA-125-HP, Lab Vision Corporation, 
USA). PBS ile 3x5 dakika yıkanana dokulara zemin 
boyasını engellemek için 5 dakika Ultra V Block (TA–
125-UB, Lab Vision Corporation, USA) solüsyonu 
uygulandıktan sonra 1/200 oranında dilue edilen 
adropin primer antikor (anti-adropin antibody, 
ab122800, Abcam, Cambridge, UK) ile 60 dakika nemli 
ortamda oda ısısında inkübe edildi. Dokular,  primer 
antikor uygulanmasından sonra PBS ile 3x5 dakika 
yıkandıktan sonra sekonder antikor  (biotinylated Goat 
Anti-Poliyvalent (anti-mouse / rabbit IgG), TP–125-BN, 
Lab Vision Corporation, USA) ile 30 dakika nemli 
ortamda oda ısısında inkübe edildi. Dokular, sekonder 
antikor uygulanmasından sonra PBS ile 3x5 dakika 
yıkanıp Streptavidin Peroxidase  (TS–125-HR, Lab 
Vision Corporation, USA) ile 30 dakika nemli ortamda 
oda ısısında inkübe edildikten sonra PBS içerisine 
alındı. 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 damlatılıp ışık 
mikroskobunda görüntü sinyali alındıktan sonra eş 
zamanlı olarak PBS ile yıkamaya alındı. Mayer’s 
hematoksilen ile zıt boyaması yapılan dokular PBS ve 
distile sudan geçirilerek uygun kapatma solusyonu 
(Large Volume VisionMount, TA-125-UG, Lab Vision 

http://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&ved=0CDoQFjAB&url=http%3A%2F%2Fwww.thermoscientific.com%2Fecomm%2Fservlet%2Fproductsdetail_11152___11961536_-1&ei=KX3QUJeTJcrbtAbPj4DIBg&usg=AFQjCNF44in5mALQX1ynEC9WN_7-pwGkzw&bvm=bv.1355534169,d.Yms
http://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&ved=0CDoQFjAB&url=http%3A%2F%2Fwww.thermoscientific.com%2Fecomm%2Fservlet%2Fproductsdetail_11152___11961536_-1&ei=KX3QUJeTJcrbtAbPj4DIBg&usg=AFQjCNF44in5mALQX1ynEC9WN_7-pwGkzw&bvm=bv.1355534169,d.Yms
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Corporation, USA) ile kapatıldı. Hazırlanan preparatlar 
Leica DM500 mikroskobunda incelenerek 
değerlendirildi ve fotoğraflandı (Leica DFC295).  

Boyamada immünreaktivitenin yaygınlığı (0.1: 
<%25,  0.4: %26-50,  0.6: %51-75,  0.9: %76-100) ve 
şiddeti (0: yok, +0.5: çok az, +1:az, +2: orta, 
+3:şiddetli) esas alınarak histoskor oluşturuldu 
(Histoskor= yaygınlık x şiddet). 

İstatistiksel Analiz: %80 güç ve 0,05 anlamlılık 

seviyesinde güç analizi yapıldığında her bir grupta en 
az 6 denek olması gerektiği hesaplanmıştır. Elde edilen 

veriler ortalama  standart sapma olarak belirlendi. 
İstatistiksel analiz için SPSS version 22 programı 
kullanıldı. Ölçülen değerlerin hassasiyet göstermesi ve 
örneklem hacminin büyütülmesi çalışma bütçesini 
aşacağından ve ayrıca ölçümlerin parametrik test 
varsayımlarını sağladığı da görüldüğünden dolayı 
gruplar arası karşılaştırmalar için One-way ANOVA ve 

post-hoc test olarak Tukey testi kullanıldı. p0.05 
değerler istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 

Bulgular 

TAS Düzeyleri: Tüm gruplara ait serum TAS 

düzeylerinin değerlendirilmesi için yapılan biyokimyasal 
çalışmada; TAS düzeyleri; kontrol ve Sham gruplarında 
benzerdi (P=0.995). Kontrol grubuyla kıyaslandığında I-
R grubunda TAS düzeyleri istatistiksel olarak anlamlı 
bir şekilde azalmış olarak izlendi (P<0.001).  I-R grubu 
ile kıyaslandığında ise I-R+NAS grubunda TAS 
düzeyleri istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde artmıştı 
(P<0.001, Tablo 1). 

Tablo 1. Serum TAS ve TOS düzeyleri 

Gruplar TAS
 

TOS 

Kontrol 60.29±7.23 17.00±4.98 

SHAM 59.61±3.42 21.03±1.96 

IR 25.44±2.84
a 

39.12±6.39
a 

IR + NAS 56.43±1.81
b 

21.18±4.51
b 

Değerler ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. 
a
 Kontrol grubuna ile karşılaştırıldığında, 

b
 İ-R grubu ile karşılaştırıldığında   (P<0.05). 

TOS Düzeyleri: Tüm gruplara ait serum TOS 

düzeylerinin değerlendirilmesi için yapılan biyokimyasal 
çalışmada; TOS düzeyleri; kontrol ve Sham 
gruplarında benzerdi (P=0.551). Kontrol grubuyla 
kıyaslandığında I-R grubunda TOS düzeyleri 
istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde artmış olarak 
izlendi (P<0.001).  I-R grubu ile kıyaslandığında ise I-
R+NAS grubunda TOS düzeyleri istatistiksel olarak 
anlamlı bir şekilde azalmıştı (P<0.001, Tablo 1). 

Adropin İmmünreaktivitesi: Adropin 

immünreaktivitesi için yapılan immünohistokimyasal 
boyamanın ışık mikroskopi altında incelenmesi sonucu; 
Adropin immünreaktivitesi; Kontrol (Şekil 1a) ve Sham 
(Şekil 1b) gruplarında benzerdi (P=0.798). Kontrol 
grubuyla kıyaslandığında I-R grubunda (Şekil 1c) 
Adropin immünreaktivitesi istatistiksel olarak anlamlı bir 

şekilde azalmış bulundu (P<0.001). I-R grubu ile 
kıyaslandığında ise I-R+NAS (Şekil 1d) grubunda 
Adropin immünreaktivitesi istatistiksel olarak anlamlı bir 
şekilde artmış olarak izlendi (P<0.001) (Tablo 2). 

Tablo 2. Adropin İmmünreaktivitesi 

Gruplar Adropin
 

Kontrol 1.32±0.26 

SHAM 1.12±0.40 

IR 0.29±0.10
a 

IR + NAS 1.30±0.47
b 

Değerler ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. 
a
 Kontrol grubuna ile karşılaştırıldığında, 

b
 İ-R grubu ile karşılaştırıldığında, (P<0.05). 

 
Şekil 1. Beyin dokusunda adropin immünreaktivitesi; Kontrol 
(Şekil 1a), Sham (Şekil 1b), İ-R (Şekil 1c) ve İ-R+NAS (Şekil 
1d) 

Tartışma 

İskemik dokuların reperfüzyonu, iskeminin erken 
döneminde oluşan süperoksit ve nitrikoksit arasındaki 
dengenin süperoksit lehine değişmesine neden 
olmakta ve bunun sonucu olarak enflamatuvar 
mediatörlerin salınımına neden olarak dokuda oluşan 
hasarı artırmaktadır (20). İskemi sonrası oluşan alanlar 
oksijen ve glukozdan yoksundur. Buna bağlı enerji 
ihtiyacını sağlayan ATP azalmakta, hücre içi Ca

+2
 

düzeyi artmaktadır. Ca
+2

 düzeyindeki bu artış fosfolipaz 
ve proteazların aktivitesini artırarak irreversibl hücre 
hasarına neden olmaktadır (21). İrreversible hücre 
hasarının etrafında nöronal aktivitenin baskılandığı 
fakat doku bütünlüğünün korunduğu penumbra alanı 
vardır (22). Penumbra alanını kurtarmanın yolu yeterli 
serebral kan akımı ile reperfüzyonu sağlamaktır (23). 
Reperfüzyon tedavisi, inmeli hastalarda tedavinin ilk 
aşamasında önemli bir rol oynar, fakat reperfüzyon 
hasarının olabileceği de akılda tutulmalıdır (24). 
Reperfüzyon ile oluşan enflamatuvar yanıt ve oksidatif 
stres patolojik kaskad reaksiyonlarına yol açabilir (25, 
26). 

Enflamasyonu baskılamak ve ROS üretimini 
azaltmak veya oksidatif yıkımı onarmak, serebral I-R 
hasarına karşı mücadelede önemli stratejilerdir (27).  
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Antioksidan ve antienflamatuar özellikleri olan 
NAS; serbest radikalleri nötralize ederek serbest 
radikallerin hücreleri hasara uğratmalarını engeller. 
NAS, hücrelerde sistein / GSH seviyesini yükseltir ve 
oksidan türlerin bir temizleyicisi olarak işlev görür (24). 
Knuckey ve ark. (28) yaptığı çalışmada iskemiden 
sonra nöronal ölüm patogenezinde serbest radikallerin 
rol oynadığını göstermiştir. Zhang ve ark. (29) NAS'ın 
iskemik beyinlerde antioksidan özellikleri sayesinde 
redoks homeostazisini koruyarak etki ettiğini 
saptamışlardır. NAS'ın bu özelliği, GSH düzeylerinde 
ve redoks yollarında değişikliklerin gözlendiği nörolojik 
bozukluk terapilerinde çok önemli bir faktör olabilir(24). 
NAS; serbest radikallerin GSH'ı tükenmesini 
engelleyerek ve reaktif oksijen türlerini (ROS) 
temizleyerek hücrelerde antioksidan potansiyelin 
artmasını sağlar (30). 

Bu çalışmada iskemi/reperfüzyon oluşturulmuş rat 
beyin dokusunda NAS’in oksidatif hasar ve adropin 
üzerine etkileri araştırılmıştır. Bu çalışmada yapılan 
biyokimyasal incelemede kontrol grubu ile Sham 
gruplarında serum TAS ve TOS düzeyleri benzerdi. 
Kontrol grubu ile kıyaslandığında I-R grubunda TAS 
düzeyleri istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde 
azalmışken, TOS düzeyi istatistiksel olarak anlamlı bir 
şekilde artmış izlendi. I-R grubu ile kıyaslandığında ise 
I-R+NAS grubunda TAS düzeyleri istatistiksel olarak 
anlamlı bir şekilde artmışken, TOS düzeyleri 
istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde azalmıştı. Bu da I-
R ile beyin dokusunda oluşabilecek oksidatif hasara 
karşı NAS’ın koruyucu etkisinin olabileceğini 
düşündürmektedir. 

NO, çeşitli dokularda vücutta sürekli üretilen / 
salınan serbest bir radikaldir (31). NO 
iskemi/reperfüzyon hasarı da dâhil çok sayıda 
patofizyolojik olayda etkilidir ve stres fizyolojisinde 
önemli rol üstlenmektedir (32). NO’in endotel 
fonksiyonu ve fizyolojik etkilerinin korunmasında 
bağımsız bir faktör olduğu kanıtlanmıştır (33). Oksidatif 
olaylar indüklenebilir nitrik oksid sentaz (iNOS) 
üzerinde kayda değer etki gösterir (34, 35). 
Dolaşımdaki adropin seviyelerinin düşük olması 
endotelde NO’in seviyesinde azalmaya neden olarak 
endotel disfonksiyonuna yol açmaktadır (36, 37). 
Adropin endotel fonksiyonunu geliştirir ve endoteli 
korur. Adropin, vasküler yapılardan NO üretiminden 
sorumlu olan endotelyal nitrik oksitsentaz (eNOS) 
seviyesini arttırır (17). 

Ayrıca bu çalışmada immünohistokimyasal olarak 
beyin dokusundaki adropin immünreaktivitesi de 
incelenmiştir. Kontrol grubu ile Sham grupları benzer 
olarak bulundu. Kontrol grubu ile kıyaslandığında I-R 
grubunda adropin immünreaktivitesi istatistiksel olarak 
anlamlı bir şekilde azalmış bulundu. I-R grubu ile 
kıyaslandığında ise I-R+NAS grubunda adropin 
immünreaktivitesi istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde 
artmış olarak izlendi. Bu da iskemi/reperfüzyon 
hasarına bağlı adropinin antioksidan olarak 
kullanımından dolayı dokudaki adropin seviyesinin 
azaldığını, I-R +NAS uygulanan grupta ise dışarıdan 
verilen NAS’ın beyin dokusunda adropinin kullanımını 
azalttığını, sonuç olarak adropinin endojen bir 
antioksidan olarak etki gösterebildiğini 
düşündürmektedir. 
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