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OZET

RAT ALT EKSTREMITE ISKEMI REPERFUZY ON MODELINDE
TENOKSIKAMIN ANTIOKSIDAN ETKINLIGININ ARASTIRILMASI

Dr. Yiicel Mol, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Anesteziyoloji ve Reanimasyon
Anabilim Dal1, izmir/Turkiye

Amagc: Bu calismada alt ekstremite iskemi-reperfiizyon modelinde bir COX-2 inhibitort
olan tenoksikamin antioksidan etkinligini arastirmaktir.

Metod: Erkek Wistar ratlarda anestezi verilmesini takiben sol alt ekstremiteye 3 saat iskemi
ve 24 saat reperflizyon uygulandi. Calismaya, her birinde 7 denek bulunan 4 grup dahil edildi.
Denekler Grup 1 (Kontrol, n=7), Grup 2 (i/R, Sham, n=7), Grup 3 (i/R, 2,5 mg/kg
Tenokskam, n=7) ve Grup 4 (I/R, 10 mg/kg Tenoksikam, n=7) grublarina ayrilch.
Tenoksikam 3 saat’lik iskeminin ardindan hemen intraperitoneal olarak uygulandi.
Reperfuzyon donemi bitiminde gastrokinemyus kasindan ornekler alinarak, elektron
mikroskopunda incelendi.

Bulgular: Elektron mikroskopi ile yapilan galismada Grup 2'de (I/R, Sham, n=7), Grup 1'e
(Kontrol, n=7) gore belirgin doku hasar1 tespit edildi. Grup 2 ‘de (I/R, Sham, n=7) yogun
|6kosit, nekroz, 6dem, sarkoplazmik retikulum dilatasyonu, mitokondri kristalarinda silinme,
miyofibril dezorganizasyonu gozlendi. Grup 3 (I/R, 2,5 mg/kg Tenoksikam, n=7) ve Grup 4
‘de (i/R, 10 mg/kg Tenoksikam, n=7), Grup 2'ye (I/R, Sham, n=7) kiyasla Ozellikle
sarkoplazmik retikulum dilatasyonu, mitokondri kristalarinda silinme ve miyofibril
dezorganizasyonu anlaml1 olarak diisiik bulundu. Grup 3 (I/R, 2,5 mg/kg Tenoksikam, n=7)
ve Grup 4 ‘de (I/R, 10 mg/kg Tenoksikam, n=7) daha az histopatolojik etkilenme oldu.
Tenoksikam, doza bagl: olarak histolojik degisiklikleri dnledi.

Sonug: Alt ekstremite iskemi-reperfiizyon hasarinda belirgin histopatolojik degisiklikler
ortaya cikar. Tenoksikam, kas dokusu iskemi-reperflizyon hasarinin énlenmesinde koruyucu
etkiye sahip bir ilag olarak gozikmektedir.

Anahtar Kelimeler:
Iskemi reperfiizyon, tenoksikam, alt ekstremite, rat, histopatoloji



SUMMARY

THE ANTIOXIDANT EFFECT OF TENOXICAM INVESTIGATED IN
RAT MODEL OF LOWER LIMB ISCHEMIA/REPERFUSION

Dr. Yiicel Mol, Dokuz Eyliil University, Faculty of Medicine, Department of Anesthesiology
and Reanimation, Izmir/Turkiye

Background: In this study we investigated the antioxidant effects of Tenoxicam, a type 2
cyclooxygenase (COX-2) inhibitor, on lower limb ischemia-reperfusion model.

Method: Male Wistar rats were anesthetized and submitted to ischemia of left lower limb for
3 h. After 3 h of unilateral lower limb ischemia, tourniquets were released and the extremity
reperfused for 24 h. Four groups of rats consisting of 7 subjets were included in the study.
Animals were divided into Group 1 (Control, n=7), Group 2 (I/R, sham, n=7), Group 3 (I/R,
2,5 mg/kg Tenoxicam, n=7), Group 4 (I/R, 10 mg/lkg Tenoxicam, n=7). Tenoxicam was
administered intraperitoneally immediately after the end of 3 h ischemia. Following
reperfusion the gastrocnemius muscle was dissected for electron-microscopic examination.
Results: Electron- microscopic investigations showed that the muscle damage in the Group 2
(I/R, Sham) was more than the Group 1 (Control group). After sham-ischemia showed intense
leukocyte infiltrate, necrosis, oedema, mitochondria with reduced cristae, disorganized
myofibril and dilated sacoplasmic reticulum. Mitochondria with reduced cristae, disorganized
myofibril and dilated sacoplasmic reticulum levels in Group 3 (I/R, 2,5 mg/kg Tenoxicam,
n=7), and Group 4 (I/R, 10 mg/kg Tenoxicam, n=7) were significantly lower than Group 2
(I/R, Sham). Histopathological changes was less in Group 3 (I/R, 2,5 mg/kg Tenoxicam) and
Grup 4 (I/R, 10 mg/kg Tenoxicam). Tenoxicam, dose-dependently prevented
histopathological changes.

Conclusion: In conclusion, we showed that ischemia-reperfusion causes histopathological
changes. Tenoxicam, has a protective effect on skeletal muscle tissues ischemia-reperfusion

injury.

Key words:
| schemia-reperfusion, Tenoxicam, lower extremity, rat, histopathology



GIRIS

Iskemi reperfiizyon (I/R), doku veya organa giden kan akiminda bir siire azalma veya
kesilme sonrasinda yeniden kanlanma olarak tammlamir (1). Reperfizyon dokularda
iskeminin olusturdugu hasardan daha fazla bir yaralanmaya yol agabilmektedir. Buna iskemi
reperflizyon hasari denir ( 2-6).

Miyokard infarktisil, serebral iskemi, inme, hemoragjik sok, tromboemboli ve organ
nakli gibi cerrahi girisimlere ve trombolitik tedaviye bagli olarak ortaya ¢ikan fizyopatolojinin
temelinde /R hasar1 vardir (7-11).

Iskelet kasindaki akut ve kronik iskemi, genellikle alt ekstremitede olmak (izere
sikliklatravma, kanama, damar tikanmikligi ve tromboembolik olusumlarla beraber gorulur (12,
13).

Alt ekstremitede I/R sk karsilasilan ve klinik agidan 6nem tasiyan bir olaydr.
Ekstremite iskemisini takiben reperfizyon doneminde paradoksal olarak basta sistemik
komplikasyonlar olmak Uzere belirgin morbidite ve mortalite artis1 olur. Lokal olarak masif
O0dem, kas nekrozu meydana gelirken, reperfiizyonda ilerleyen saatlerde sistemik inflamatuvar
yanit ve ¢coklu organ yetmezligi (akciger, kalp, bobrek, respiratuvar sistem... vb) gibi sorunlar
ortaya ¢ikabilir (5, 14- 23).

Birgok cerrahi dalin basvurdugu bir yontem olan turnike kullanim, bir I/R modelidir.
Kansiz bir ortam saglayarak girisimi kolaylastirmasi, kan kaybini azaltarak transflizyon
gereksinimini  simirlamast  ve operasyon suresini  kisaltmast  turnike  kullamminin
avantajlarindandir (3).

Nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar (NSAII), tim diinyada analjezik, antipiretik ve
antiinflamatuvar etkilerinden dolay1 ¢ok sik kullamlan ilaglardandir. Tenoksikam, oxicam
grubundan tiyonetiyazin tiirevi bir NSAII’ dir (21, 24, 25).

Tenoksikamin serebral iskemi modelinde hasarlanmay: doza bagli olarak azalttiginin
gogerilmis olmasina karsin (25); yapilan literatlr arastirmalarinda tenoksikamin alt
ekstremite I/R modelinde antioksidan etkinliginin arastirildig: bir calismaya rastlanmanmustr.

Bu calisma, tenoksikamin serebral iskemi modelinde olusturdugu belirlenen bu etkiyi
alt ekstremite I/R modelinde de sergileyebilecegi varsayimindan yola cikilarak planlanmustir.

10



AMAC
Ratlarda alt ekstremiteye turnike uygulayarak olusturulan I/R  modelinde,
intraperitoneal (ip) yolla 2,5 ve 10 mg/kg dozlarinda verilen tenoksikamin I/R hasarim 6nleme
ya da azaltmaya yonelik etkisinin olup olmadigim degerlendirmektir.
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GENEL BILGILER

I/R hasar1 yetersiz oksijen sunumu ile baslayan, nétrofil ve serbest oksijen
radikallerinin rol aldigi sekonder inflamatuvar yanitla genisleyen karmasik patolojik bir
sirectir (1-9).

Dokuya giden kan akimi kesildigi zaman hiicresel disfonksiyona yol acan ardigik
kimyasal olaylar tetiklenir. Oksijen hiicre fonksiyonlarimin idamesi icin temel yakittir.
Aerobik metabolizma normal hticre fonksiyonlarimn idamesi igin normal sartlarda kullanilan
yoldur. Oksijen yoklugu ise anearobik metobolizma ile sonuclanir ve laktik asidin birikimi
artar. Asidoz sonucunda hiicrede normal enzim kinetikleri degisir, yuksek enerji baglar
parcalanir ve hiicre, yasamsal dengesini stirdiirmek icin gerekli olan enerjiyi kaybeder (9, 26-
28).

Organizmanin iskemiye verdigi yanit, hiicre ve doku tipi ile sireye bagli olarak
degisir. Ornegin insan kas dokusunda normal sicaklikta histolojik degisikliklerin basladig
iskemi sliresi 2 saatten fazla iken, jejunumda bu degisiklikler yaklagik 30 dakikalik iskeminin
ardindan baglar (9) .

Iskemik hasarin derecesini belirleyen iki 6nemli faktor iskeminin genisligi ve
siresidir. Fizyolojik ve anatomik calismalarda kas dokusunda 3 saatlik iskemi sonrasi geri
donisumsiiz huicresel hasarin basladig: ve 6. saatte neredeyse tamamlandigi goralmuistdr (28).

Iskemik dokuya kan akiminin yeniden saglanmasi ile enerji temin edilir, hasarl hiicre
onarillir ve toksk metabolitler ortamdan temizlenir. Reperfizyon, iskemik hasarin geri
donebilmesi icin gerekli olmakla birlikte, tehlikeli metabolik sonuglara yol agabilir. Daha
siddetli bolgesel doku hasarint baslatabilir ve toksik metabolitler sistemik dolasima gegerek
sistemik hasara yol acabilir. iI/R'un neden oldugu doku hasarimin biyiik 6lclide reperfiizyon
asamasinda gerceklestigi bircok calisma ile kanitlanmistir (9-12). Hasarlanmaya neden olan
doku perflizyonundaki bozulma, damar permeabilitesinin artis1 ve buna sekonder gelisen doku
ddemiyle iligkilidir. Damar endotelini koruyan ve endotel fonksiyonlarim bozacak patolojik
sirecleri  hafifleten ganlar ve yaklasimlar hasarlanmaya karsi profilaktik —etkinlik
gostermislerdir (17, 26-28).

Parks ve Granger (11), intestinal iskemi modelinde yaptiklar1 bir calismada, 3 saatlik
iskemi ve 1 saat’ lik reperfiizyon ile meydana gelen mukoza hasarinin, 4 saatlik iskemi sonucu
olusan hasardan daha fazla oldugunu saptamislar ve doku hasarinda reperflizyon déneminin

daha 6nemli oldugu sonucuna varmiglardir.
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Haimovici H (18), akut arter tikanmasimin sonuglarim inceledigi bir galismada,
reperflizyonun baslamas: ile metobolik asidoz, hiperkalemi, miyoglobintri ve bdbrek
yetersizliginin gelistigi “ miyonefropatik metabolik sendrom “ olustugunu belirlemisdir.

Magdi M ve ark (15), ratlarin alt ekstremitelerinde uygulanan bir I/R calismasinda
ortaya c¢ikan tumdr nekrozis faktor- o (TNF-a), interlokin-1-p ( IL-1-B), IL-6, IL-8 ve
trombosit aktive edici faktor (PAF) gibi mediyatorlerin serbest oksijen radikali ve lI6kositler
araciligi ile, hem lokal dokuda hem de uzak organlarda hasara neden oldugunu saptamigslardir.

Zimon IN ve ark (19) akut alt ekstremite iskemisi gelisen ve cerrahi tedavi uygulanan 70
hastada, erken pogtoperatif donemde %64 oraninda pulmoner komplikasyon gelistigini
bildirmisler ve preoperatif iskemi siiresi ile olusan akciger hasarinin siddeti arasinda belirgin
bir korelasyon bulundugunu gostermislerdir.

Iskeminin erken fazinda hiicre icinde anaerobik metobolizma baslar, hizla bircok
kimyasal mediyator ve hiicre hasarini igeren patofizyolojik olaylar kaskad: ortaya gikar (Sekil
1) (9). Kisa stirede glikojen depolar: bosalir, adenozin trifosfat  (ATP) tiketimi artar, laktat
ve diger toksik metabolitler birikmeye baslar. Hiicre membran potansiyeli degisir, hiicre igi
kalsiyum/ sodyum (Cat+/Nat) orant artar ve hlicre organizasyonu bozularak sismeye baslar.
Hucre iginde hipoksantin ve Cat+ seviyes artarken ATP, fosfokreatin ve glutatyon seviyesi
hizla diser. Bu durum fosfolipaz A2, proteazlar, serbest yag asitleri, lizozimleri de iceren
kimyasal mediyattrlerin ve enzimlerin olusmasini tetikler. Hicre ici Cat+ artisi ile aktive
olan fosfolipaz A2, membran fosfolipitlerini |0kotrien ve prostaglandin gibi inflamatuvar
mediatdrlerin prekirsori olan arasidonik asite dontsturur (1, 21, 22, 26-28).

Arasidonik asitten lipoksijenaz yolaklariyla olusan metabolitlerden 6zellikle
|okotrienler, I6kositlerin vaskiler endotele yapismasim hizlandirir ve reperfiizyon hasarinin
derecesini belirleyen postkapiller permeabiliteyi artirir. Iskemi devam ederse lizozimler
aracilig1 ile huicre nekrozu ortaya gikar (9).

Eger iskemiyi takiben reperfizyon olusursa I6kosit-endotel etkilesimi, kompleman
aktivasyonu, immunkompleks aracilig: ile serbest oksijen radikali Uretimi daha fazla artar.
TUm bu sirecin sonucunda hiicre hasarlanmasi artar ve dolasimdaki |6kositlerin etkisi ile
olusan mikrovaskuiler tikaglar, doku perfiizyonunu azaltir (9, 10).

13
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Sekil 1: iskemi Reperfiizyon Kaskad (9)

Iskemi-reperfiizyon sonucunda lipooksijenaz ve siklooksijenaz  yolaklarinda
|6kositlerin uyarilmasi icin kimyasal ve kemotaktik mediyatorler (TNF-a, IL-2, IL-6 Vv e lL—
8) serbestlesir. Ozellikle lIokotrienler aracilig: ile I16kositlerin damar endoteline yonelimi olur
ve post kapiller
venullerdeki gecirgenlik artar. Bu iki olay reperfiizyon hasarindaki en 6nemli basamaklardir.
Kimyasal ve kemotaktik mediyatorler ile aktiflenen Iokositler hasarli bolgeye goc eder (1, 9,
26, 27).
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Lokositlerin damar endoteli ile etkilesim mekanizmas: Sekil 2'de sunulmustur (26).

I integrinler =

%seiektinler—{ Aazat

Mermbran

= 1
= —— | Endotel

' \\ %
e f =, 1
P-Selectin cD11/CD18  ICAM-1
Intertisyel
Mesafe
Adezyon Baslangici Adezyon/ Gecis
{"Rolling”) Agregasyon

Sekil 2: Lokositlerin damar endoteli ile etkilesim mekanizmasi (26)

( PGSL-1: P-selektin glikoprotein 1 ; CD11b/ CD18 : Lokosit fonksiyon antijeni 1; ICAM-1:
“Endothelial intercellular adhesion molecule 1”7 Endotelyal hiicre ici adezyon molekili-1 ;
PECAM: “Platelet-endothelial cell adhesion molecule 1 Trombosit-endotel adezyon
molekil -1

Hucreler arasi boslukta aktive olmus lokositler, reaktif oksijen radikalleri, proteazlar ve
elastazlarin ortaya ¢ikmasim saglayarak mikrovaskiler gegirkenligi, 6demi, trombozu ve
parankimal hiicre 6lumant artirir (9, 26).

Aktive lokositler, membranlarina bagli nikotinamid adenin dintkleotid fosfat (NADPH)
oksidaz enzimi igerirler. Bu enzim, sitoplazmik NADPH'1 nikotinamid adenin dintkleotide
(NADP) okside eder ve molekiler oksijeni stiperokside indirger, siiperoksit her an spontan
olarak hidrojen perokside donusebilir. Aktive notrofillerin oksijen metobolizmasindaki bu
uyarilms artis ‘respiratuvar burst’ olarak adlandirilir (1).

Dokudaki nétrofil birikimi, dokunun myeloperoksidaz (MPO) aktivitesi Olcllerek
saptanabilmektedir. MPO enzimi, nétrofillerin sitozolik grantllerinden salinmaktadir ve
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indirekt olarak notrofil birikimini yansitmaktadir (5).

Lin B ve ark (23), rat beyninde yapmus olduklar: bir i/R calismasinda iskemik dokuda
MPO birikiminin en yuksek seviyesine 24. saatte ulastigini ve bu yiksek seviyenin 3. giine
kadar sirduguni gostermiglerdir.

Klinik calismalarda vaskuler kan akiminin yeniden saglanmasindan sonra, iskemik
organa kan akiminmin tam olarak geri donmedigi gosterilmistir. Fakat bu perflizyon sorununun
altinda yatan mekanizmalar tam olarak aydinlatilamamistir. Bu duruma, damar |Umeninde
trombosit-lokosit birikimi, intertisyel sivi birikimi (6dem), endotelyal vazorelaksanlarin
(nitrik oksit, prostasiklinler) azalmasi ve sonugta mekanik olarak kan akimi azalmasinin
neden oldugu ileri sirulmektedir. Klinik olarak infarkt sahasinda artma, transplant greftinin
reddi, postoperatif donemde organ yetersizliginde artmayla karsimiza gikar. Soz konusu bu
olay “ no-reflow fenomeni " olarak adlandirilir. Bu fenomene neden olarak, siklikla I6kosit
adezyonu lizerinde durulmaktadir. Ornegin iskemi sonrasi dokuda yeniden akim olusmayan
kapillerlerin sayisi ile buray: infiltre eden 16kosit sayisi arasinda gugli bir korelasyon vardir.
Yapilan calismalarda notrofillerin baskilanmasi ile miyokard, beyin ve iskelet kasinda bu
olusumun azaltilabildigi gosterilmistir. Ayrica serbest oksijen radikalleri (SOR) olusumu
Onlendiginde, kapiller akimin onarildig1 ve I6kosit/endotel hiicre adezyonunun engellendigi
de calismalarla ortaya konmustur (1, 26, 29).

Iskemik dokunun reperfiizyonu ile ortaya gikan reoksijenasyon, bir yandan doku
canliliginin sirmesini saglarken, diger yandan SOR olusumuna yol agan sayisiz enzimatik
oksidasyon reaksiyonu igin gerekli olan oksijeni ortama getirir (9).

Serbest oksijen radikallerinin potansiyel biyolojik kaynaklart ¢ok cesitlidir. Bunlar
arasinda ksantin oksidaz (KO) enzimi, aktive |0kositler, mitokondriyal elektron transport
zinciri, arasidonik asit metabolizmasi ve katekolamin otooksidasyonu yer alir. Bu yolaklardan
iskelet kast I/R hasari icin en cok KO ve notrofil NADPH oksidaz (izerinde
yogunlagsilmaktadir (1).

Serbest oksijen radikalleri tek elektron iceren, yiuksek oranda diizensiz oksijen
molekilleridir. Organizmada her dokunun farkli bir radikal Uretme mekanizmas: vardir.
Ornegin I6kositlerde en 6nemli kaynak NADPH oksidaz enzimi, akcigerde sorumlu sitokrom
p450, beyinde ise endotel ve gliyal nitrik oksit sentaz (NOS) enzim sistemidir (9).

Serbest oksjen radikalleri, molekuler oksjenin indirgenmesi ile olusurlar.
Mitokondriyal, endoplazmik retikiler ve nikleer membranin elektron transport olaylarinda,
oksidatif fosforilasyon sirasinda, normal hiicre metobolizmasinda meydana gelirler. i/R ‘da
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SOR kaynaginin reperflize dokuya migrasyon yapan l6kositler, endotel ve lokal doku oldugu
kabul edilmektedir. Molekiler oksijene 1 elektron eklenmesi ile sliperoksit (O,—), 2 elektron
eklenmesi ile hidrojen peroksit (H20,), 3 elektron eklenmesi ile hidroksi radikali (OH-), 4
elektron eklenmesi ile su (H>O) ve siiperoksit radikaline bir hidrojen atomu (H+) eklenmesi
ile hidroperoksil radikali (HO,—) olusmaktadir (1, 27, 30).

Noronal endotelyal ve gliyal htcrelerde nitrik oksit (NO-) ile O2- in reaksiyona
girmesi sonucu peroksinitrit Urinleri ortaya gikmaktadir. Serbest radikallerin olusum stireci ve
etkileri Sekil 3 ‘de sunulmustur (9, 10, 22, 27, 31).

m t- E-d r— 02 —
antin oksidaz -
(lékositler Dvsijen klglk kaynaklar
[

2 — Sitokrom P<S0
parankimal bt — ([ akeiden
L, p Sikloksijenaz

] ~ (retina)
HﬂpFH » 0 = Lipooksijenaz
Oksidaz —p . “ , Hemoksijenaz
(Lokositlen Slperoksit
NO = Siperoksit
Nitrit oksit | dismutaz
NOO ™ Katalaz
Paroksinitrit M0z ——— H20
Hidrojen perobsit
Myeloperoksidaz
sistem
Membran lipid Biyalojik .
paroksidasyonuy, anticksidan, Hakten.s:dal
DMA hasan glutatyon mekanizma

Sekil 3: Serbest radikallerin olusum siireci ve etkileri (9)

Hidroksi radikalleri son derece aktif oksidanlardir. Hiicrede lipid peroksidasyonunu,
protein oksidasyonunu ve DNA hasarinm baslatirlar. Lipit peroksidasyonu sirasinda, karbon
baglarimin kopmas ile aldehit yapisinda yikilim trdnleri ortaya ¢ikmaktadir. Malondialdehit
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sinifindan olan tiyobarbitirik asid ile reaksiyon veren maddeler (TBARS), I/R olayinda lipid
peroksidasyonunun en duyarl: gostergelerindendir (1, 9, 10, 22).

Superoksit radikali (O,—)  SOD enzimi tarafindan katalizlenir; memeli hicrelerinde
katalaz (KAT), H2O. radikalini molekuler oksijen ve suya pargalar. Yapilan bir ¢alismada,
iskelet kasi nekrozunun reperflizyon sirasinda asamali olarak verilen molekiler oksijen ile
birlikte KAT, SOD ve mannitol birlesimi verilmesiyle anlamli olarak azaldigi belirlenmistir.
Dimetil sulfoksit, dimetiltiyolre ve mannitol gibi enzimatik olmayan OH- radikal
temizleyicileri de iskemi sonras iskelet kasinda reperflizyon hasarina kars1 koruyucu oldugu
goserilmistir (1, 18, 26, 27, 32-35).

Ksantin oksidaz (KO), iskelet kasinda reperflizyon sirasindaki hasarin olusumunda biytik
bir role sahip olup, SOR’ in ana kaynaklarindan biridir. Normal saglikli hticrelerde enzim,
ksantin dehidrogenaz (KD) formunda bulunur. KD, hipoksantinin Urik aside metabolizmasini
katalizler. KD (tip D), iskemik kosullarda hticre i¢i Cat++ ‘nin artmasi ile KO (tip O) formuna
dontstr. D-O donusumi bagirsaklarda dakikalar icinde olusurken, iskelet kasinda bunun
olmasi igin en az 1 saatlik sire gereklidir. Bu donisumin derecesi, iskemi siresi ile dogru
orantilidir. Ornegin kas dokusunda 2 saatlik iskemi, KO aktivitesinde belirgin artisla
karakterlidir (1, 32).

Farkl: dokularda varyasyonlar gosteren KO enzimi normal sartlarda saglam endotel
hiicreleri ve kanda bulunan inflamatuvar hticrelerde mevcuttur. Histokimyasal lokalizasyon
calismalarina gore KO, aerobik kas liflerinde sarkolemma ve mitokondride yerlesmistir. Fakat
en fazla bulundugu bolge vaskiler endotel hiicreleridir. Kapiller endotel hicreler ayni
dokudaki hiicrelere gore 100 kat daha fazla KO aktivitesine sahiptir (1, 30).

Iskemik faz sirasinda, ATP' nin azalmas: ile, KO igin adenin nikleotit, adenozin,
inozin, hipoksantin ve ksantin gibi substrat olusum sireci baslar. Reperflizyon fazinda
histamin serbestlesmesiyle beraber KO sentezi ve katalitik aktivitesi artar. KO, 1/R ‘da
oksijen molekilinden O,— olusumunu saglar ve en onemli serbest radikal kaynagidir (1, 27,
30, 34, 36,).

TENOKSIKAM

NSAII, tim diinyada analjezik, antipiretik ve antiinflamatuvar etkilerinden dolay1 gok
sik kullanmilan ilaglardandir (21, 37-39). Klinik olarak iskelet-kas sisteminin inflamatuvar,
dejeneratif ve mekanik hastaliklarinda, postoperatif agrili durumlarda, agr1 ve inflamasyonla
seyreden respiratuvar, jinekolojik ve Urolojik hastaliklarda da kullamimaktadir (40).
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Tenoksikam, oxicam grubundan tionetiyazin tiirevi bir NSAIl’dir. Eliminasyonu
karaciger yolu ile olur. Eliminasyon yar1 6mri 72 saattir. Y ikim drdnleri olan 5'-hidroksil ve
6-0-glukuronidatin, 2/3 ‘U safrave 1/3 *U Uriner yol ile atilir (39).

Diger NSAIl’'lar gibi siklooksijenazi inhibe ederek prostaglandinlerin sentezini
baskilar. Nonselektif COX, inhibitoradir. COX,, inflamasyon olan bolgede indiklenir;
mitojenler, sitokinler ve endotoksinlerce stimule edilir, inflamasyonu artirir.

Tenoksikam ile yapilan calismalar genel olarak agr1 ve inflamasyon basliklarini iceren
calismalardir (24, 25, 40, 41).

Paino M ve ark (41), ratlarda diklofenak, indometazin, naproksen, piroksikam ve
tenokskamin SOR olusumu Uzerine etkilerini karsilastirmiglardir. Calismada ilaglarin bu
etkilerini MPO, hipoklortr (HOCI), H20O,, aktivitesi ve Laktat dehidrogenaz (LDH) dizeyi ile
degerlendiren arastirmacilar, calismada kullanilan tiim NSAIT in terapétik dozlarda I6kosit

aktivitesini baskiladigi sonucuna varmuglardir.
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GEREC VE YONTEM

Calisma; DEUTF Deney Hayvam Arastirmalar: Etik Kurulu izni alindiktan sonra, 28
adet eriskin erkek Wistar rat (200-250 gr) kullalarak DEU Multidisipliner Deney
Hayvanlar1 Laboratuvari’ nda gergeklestirildi. Deney hayvanlari, ¢calisma baslangicina kadar
adaptasyonlarinin saglanmasi icin 12 saat aydinlik—12 saat karanlik ortamda tutuldu, standart
yiyecek ve suyla beslendi.

Calismada tenoksikam igeren Oksamen-L (Liyofilize enjektabl toz, Mustafa Nevzat ilag
Sanayi, Turkiye) kullanildi. Bir flakon Oksamen, 57.33 mg mannitol, 3.28 mg sodyum
hidroksit, 3 mg trametomol, 2 mg sodyum metabisilfit, 0,2 mg sodyum EDTA iginde etken
madde olarak 20 mg tenoksikam igermektedir.

Deneklerin cerrahi islemden 12 saat Once sadece su i¢gmelerine izin verildi. Ratlarda
anestezi, ip 50 mg/kg ketamin (Pfizer Pharma GMBH, Germany) ve 10 mg/kg’dan xylazine
hydrochloride (Alfazyne, %2, Ege Vet) ile saglandi, gerektiginde dozlar tekrarlandi. Denekler
histolojik doku ornegi ve yeterli kan 6rnegi alindiktan sonra 100 mg/kg tiyopental sodyum
(Pental Na, 1.E.Ulugay Ilagc Sanayi ), i.p uygulanarak sakrifiye edildi. Tim gruplarda toplam
calisma siireleri esit tutuldu.

Deney Gruplari ve Protokol
Dort grup olusturuldu.
Grup 1 (Kontrol, n=7): Calisma boyunca anestezi uygulamasi disinda hi¢ bir islem
gerceklestirilmedi. Reperflizyon siiresinin bitimine uyan saatte doku ve kan drnegi alind:.
Grup 2 (Sham, 1/R, n=7): Anestezi sonrasi sol alt ekstremiteye turnike ile 3 saat iskemi ve
24 saat reperfiizyon uygulandi, ilag verilmedi. Reperflizyon stresinin bitimine uyan saatte
doku ve kan drnegi alind.
Grup 3 (I/R, 2,5 mg/kg Tenoksikam, n=7): Anestezi sonrasi sol alt ekstremiteye turnike ile
3 saat iskemi ve 24 saat reperflizyon uygulandi, turnike acildiktan hemen sonra 2,5 mg/kg
tenoksikam, ip olarak verildi. Reperflizyon stiresinin bitimine uyan saatte doku ve kan 6rnegi
alind.
Grup 4 (i/R, 10 mg/kg Tenoksikam, n=7): Anestezi sonrasi sol alt ekstremiteye turnikeile 3
saat iskemi ve 24 saat reperflizyon uygulandi, turnike agildiktan hemen sonra 10 mg/kg
tenoksikam, ip olarak verildi. Reperflizyon stiresinin bitimine uyan saatte doku ve kan 6rnegi
alind.
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Alt ekstremite iskemisi icin deneklerin sol arka bacak kasik bolgesinden elastik bandaj
(1cm eninde ve 30cm boyunda) ile gepegevre basing uygulandi (5) (Resim 1).

Resim 1: Ratin sol alt ekstremitesine elastik bandaj uygulanmasi

Kan akiminin kesilmesi Tc 99-m perteknetat sintigrafi ile dogruland: (5). Resim 2'de

ratta alt ekstremitede kan akiminin kesilmesinin sintigrafi ile dogrulanmas: gorilmektedir.

Sintigrafi calismasi tek bir rat bir rat Gerinde yapildi. Sol alt ekstremiteye turnike
uygulamasini takiben tek doz 200 Ci Tc 99-m perteknetat bir tuberkulin enjektort (0,4 ml) ile
rat kuyruk veninden enjekte edildi. Gama kamera (Philips Forte, USA) ile) ile dustk enerjili
ve yuksek ¢ozunurlUklU yonlendirici altinda 5 dakika stireyle gorunttler alindi.
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Resim 2: Ratta alt ekstremitede kan akimi kesilmesinin sintigrafi ile gosterilmesi

Deneklerin viucut sicakliklarim 36,8-37,5 C° arasinda tutmak amaciyla calisma

siresince operasyon masasi 1sitildi, ortam sicakligi sabit tutuldu.

Kas Dokusunun Histopatolojik Degerlendirilmes

Gastroknemiyus kasindan alinan biyopsi drnekleri %2,5' luk gluteraldehide alinarak
+4°C’ de bekletildi. Sorenson fosfat buffer ile 34 kez degistirilerek 15-20 dakika yikand:. 1
kisim fosfat buffer saline ( PBS) + 1 kissm osmium tetraksit solisyonu karisimda 1 saat
bekletildi. PBS ile 15-20 dakika yikanararak bir gece bekletildi. Dehidratasyon islemi %70
alkol, %100 (Absolu) alkol ve propilen oksit kullanilarak yapildi. infiltrasyon isleminde
dokudaki propilen oksiti; dokulart kurutmayacak sekilde 1: 1 oramndaki propylen
oksit+araldit karisimina alinarak, oda sicakliginda 1 saat bekletildi. Daha sonra dokular araldit
karisiminda bekletildi. Son olarak dokular Dimetyaminomethy fenol ( DMP) 30’'lu ya da benzl
dimetil aminli (BDMA) saf araldit icine gémulerek, 60°C’ lik etlivde 48 saat polimerize edildi.
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Histopatolojik degerlendirmeler her gruptan randomize olarak secilen 5 denek
Uzerinde uygulandi. Kas dokusundaki degisimler nekroz, sarkoplazmik retikulum (SR)
dilatasyonu, mitokondri boyut farki, mitokondriyal kristalizis (kristalarin azalmast), notrofil
hiicre yogunlugu, kromatin kaybi1 diizeyi ve miyofibriler dezorganizasyon gibi degisimler
yonunden, bir histolog tarafindan elekton mikroskopu (EM) altinda kor olarak degerlendirildi.
Degerlendirmede “ doku hasar skoru” kullanmildi. Skorlama O; hasar yok ya da minimal hasar,
1; hafif hasar, 2; orta hasar, 3; siddetli hasar seklinde derecelendirildi (25). Kalpten alinan kan
orneklerinde LDH ve kreatin kinaz (CK) degerleri incelendi.

ISTATISTIKSEL ANALiZ

Deneyde elde edilen veriler Windows igin SPSS 11,0 program kullamlarak analiz
edildi. Coklu analizler icin Kruskal Wallis Testi, ikili karsilastirmalar icin Mann Whitney U
Testi kullanldi ve p < 0,05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Bu calisma 7’ ser rattan olusan 4 gruptaki toplam 28 ratta gerceklestirildi. Deneklerin
timu, protokoll tamamlad.

Histopatolojik degerlendirmeler her gruptan secilen 5er denek, toplam 20 denek
Uzerinde randomize olarak yapild.

EM ile gergeklestirilen histopatolojik degerlendirmeler sonucunda elde edilen skorlar
istatistiksel olarak kiyaslandi. Ttim gruplara ait EM Ornekleri Resim 3-9 ‘da sunulmustur.

I- Mitokondriyal kristalizis yoninden degerlendirilen gruplardan elde edilen skorlar
Tablo 1’ de sunulmustur.
Tablo 1: Gruplarda Belirlenen Mitokondriyal Kristalizis Skorlart

SKOR Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
(Kontrol) (I/R, Sham) | (I/R, 25 mg/kg) | (I/R, 10 mg/kg)
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
0 5 1 4 5
1 _ 4 1 _
2 _ _ _ _
3 _ _ _ _

Mitokondriyal krigtalizis skorlar1 kiyaslandiginda, sham grubunda olusan ve /R
hasarinin 6nemli bir belirteci olarak ortaya ¢ikan mitokondriyal kristalizisin Grup 1 (p=0,014)
ve Grup 4 ‘e (p=0,014) kiyasla anlaml1 derecede fazla oldugu saptandi. Grup 3'de sayisal
farklilik olmasina karsin Grup 2 ile karsilastirildiginda, farkin istatistiksel olarak anlamsiz
oldugu gozlendi ( p= 0,072).
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I1- Mitokondriyal boyut farki yoninden degerlendirilen gruplardan elde edilen skorlar

Tablo 2'de sunulmustur.
Tablo 2: Gruplarda Belirlenen Mitokondri Boyut Farki Skorlar

SKOR Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
(Kontrol) (I/R, Sham) | (I/R 2.5 mg/kg) | (1/R,10 mg/kg)
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
0 3 3 5 4
1 2 2 _ 1
2 _ _ _ _
3

Tdm gruplar karsilastirildiginda mitokondriyal boyut fark: yodnunden gruplar arasinda
istatistiksel anlamli bir fark gdzlenmedi (p>0,05).

I11- Sarkoplazmik retikulum ( SR) dilatasyonu yoninden degerlendirilen gruplardan

elde edilen skorlar Tablo 3' de sunulmustur.

Tablo 3: Gruplarda Belirlenen Sarkoplazmik Retikulum Dilatasyonu Skorlar

SKOR Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
(Kontrol) (I/R, Sham) | (I/R 2.5 mg/kg) | ( I/R,10 mg/kg)
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
0 5 _ _ 5
1 _ 1 4 _
2 _ 2 _
3 2
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I/R hasarimin  ®nemli

gostergelerinden  biri

olan SR dilatasyonu yoninden

karsilastirilan gruplarda SR dilatasyonunun Grup 2’ de gerek Grup 1 (p=0,005), gerekse Grup
3'e (p=0,004) kiyasla anlamli derecede fazla oldugu belirlendi. Kristalizis skorlarindakine
benzer sekilde, SR dilatasyonunun Grup 3 de Grup 2'ye kiyasla sayisal farklilik sergilemesine
karsin, bu fark istatatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p= 0,054). SR dilatasyonundaki

azalma yonunden Grup 3 ve Grup 4 arasindaki farkin istatatistiksel olarak anlamli oldugu

belirlendi (p=0,004).

IV-Kromatin kaybr yonunden degerlendirilen gruplardan elde edilen skorlar Tablo

4’ de sunulmustur.

Tablo 4: Gruplarda Belirlenen Kromatin Kayb: Skorlar:

SKOR Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
(Kontrol) (I/R, Sham) | (I/R 2.5 mg/kg) | (1/R,10 mg/kg)
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
0 4 2 3 4
1 1 1 2 1
2 _ 2 _ _
3 _ _ _ _

TUm gruplar karsilastirildiginda, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
gbzlenmedi (p>0,05).
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V- Miyofibriler dezorganizasyon yontnden degerlendirilen gruplardan elde edilen

skorlar Tablo 5’ de sunulmustur.

Tablo 5: Gruplarda Belirlenen Miyofibriler Dezorganizasyon Skorlar

SKOR Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
(Kontrol) (I/R, Sham) | (I/R 2.5 mg/kg) | (1/R,10 mg/kg)
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
0 5 _ 3 4
1 _ _ 2 1
2 _ 3 _ _
3 _ 2 _ _

I/R hasarimin 6nemli bir belirti olan miyofibriler dezorganizasyonun, Grup 2’ de Grup
1'e ( p=0,005), Grup 3'e (p=0,007) ve Grup 4'e (p=0,006) kiyasla anlaml1 derecede fazla
oldugu saptandi. 2,5 ve 10 mg’ lik gruplardaki fark istatistiksel olarak anlamli fark bulunmad:
(p>0,05).

EM’ de bu verilere ek olarak ddem, notrofil birikimi, nekroz ve lizozom olusumu
acisindan da degerlendirmeler elde edildi. Bu veriler skorlama sistemi ile karsilastirilmaya
dahil edilmedi. Fakat Grup 2'de yogun olarak gdzlenen nétrofil birikimi, nekroz, 6dem ve
lizozom olusumu Grup 3 ve Grup 4'de doza bagli olarak azaldi ve 10 mg' lik grupta belirgin
iyilesme gdzlendi.

TUm gruplaraait EM 6rnekleri Resim 3-9 ‘da sunulmustur.
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1 dﬂﬁﬁ nm

Resim 3: Grup 1 (kontrol) [ Cekirdek kromatini (kirmizi ok), damar yapisi (mavi ok) ve
miyofibriler yap1 (sar1 yildiz) normal goriniimdeydi.]

TNDEWE

Resim 4: Grup 1 (kontrol) [Cekirdek kromatini (kirmizi ok) ve miyofibriler yap: (sar1 yildiz)
normal gérinimdeydi.]
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Resim 5: Grup 2 (i/R, Sham) [Y aygin sarkoplazmik dilatasyon (mor ok), nétrofil infiltrasyonu

(yesil ok), lizozom aktivitesi (agik yesil ok) ve yaygin 6dem olusumu ( turuncu yildiz)
goraldi.]

20000 nm

Resim 6: Grup 2 (I/R, Sham) [Nekroza ugramus bir cekirdek (kirmizi ok), yaygin
sarkoplazmik dilatasyon (mor ok) ve nétrofil infiltrasyonu (yesil ok) goruldi.]
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Resim 7: Grup 3 (I/R, 2,5 mg/kg Tenoksikam) [Miyofibriler diizensizlik (sar1 ok) goruldii.]
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Resim 8: Grup 4 (I/R, 10 mg/kg Tenoksikam) [Normal myofibriler yapi (sar1 yildiz) ve
normal gorinimde vaskiler yapi ( mavi ok) gorultyor.]

10000

Resim 9: Grup 4 (i/R, 10 mg/kg Tenoksikam)
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TARTISMA

Turnike kullanims, bir I/R modelidir. Turnikeye bagl /R hasarinda vaskiller yatakta
ve kas dokusunda fonksiyonel ve metabolik degisiklikler ortaya c¢ikar. Kapiller hasara bagli
fonksiyon bozuklugu ile beraber vaskiler gecirgenlik artar, proteinler damar disina kagar ve
bu olaylarin devaminda kas dokusunda 6dem olusumu gdzlenir. Turnike kullammi sonrasi
ortaya ¢ikan lokal ve sistemik etkilerin derecesi ile inflasyon siresi arasinda paralellik vardir.
Morfolojik ve histokimyasal agidan hasarin derecesi, turnike siresine bagli olarak degisir
(12, 43- 46).

Kas hiicresinde I/R hasarlanmasi sonucu 6nce geri donustimli, iskeminin ilerleyen
donemlerinde hiicre 6lumunin gozlendigi geri doniisimsiiz zedelenme ortaya ¢ikar. Hicrede
geri  donusumll  zedelenmede akut hicresel sisme, nikleer kromatin  kimelesmesi,
mikrovilluslarin kaybi, endoplazmik retikulum (ER) ve mitokondri sismesi (dilatasyon) gibi
degisiklikler ortaya cikar. ER’ de sisme sonucu protein sentezi bozulur. Hipoksi diizelmez ise
mitokondri fonksiyonlarinin daha da kétilesmesi ve membran permeabilitesinin artmasi daha
fazla morfolojik bozulmaya neden olur. Geri donusimsliz zedelenmeye, mitokondrilerin daha
siddetli sismesi ve mitokondri matriksinde sekilsiz, kalsiyumdan zengin yogunluklarin
birikimi eslik eder. Lizozomal membranlarin zedelenmesi, enzimlerin sitoplazma icine
sizmasina yol agar. ER'de lizis, fosfolipitlerin kaybi, hicre iskelet degisiklikleri, SOR
olusumu, lipitlerin yikimi, protein sindirimi, kreatin kinaz (CK) ve LDH gibi enzimlerin
ortaya c¢ikisi gozlenir. Cekirdekte ise kromatin bazofilisinde azalma (karyolizis), nukleer
bizilme (piknoz) ve piknotik cekirdegin parcalanmas: (karyorheksiz) gézlenir. I/R’nun
ilerleyen doneminde hiicre 61Umu “ nekroz” ortaya ¢ikar (9, 47, 48).

Kas dokusu, diger dokular (6rnegin kalp ve beyin dokusu) ile karsilastirildiginda
iskemiye daha direnclidir. Clunki 5-7 saat sire ile metabolik kapasitesini kullanabilir.
Belirgin morfolojik degisimlerin 2 saatlik iskemi siresi ardindan basladigi gozlemlenmistir
(9). Bununla beraber cerrahi islem bitiminde alinan biyops oOrneklerinde yalnizca 15-90
dakikalik iskemi sonrasi kas dokusu yapisinda 6zellikle hiicre organeli diizeyinde mitokondri
ve endoplamik retikulum hasari, kontraktil materyal yogunlasmasi, lizozom artis1 gibi
patolojik degisimler saptanmustir (29).

Iskemik hasarlanma ile iskeminin siresi arasinda 6nemli bir baglant: vardir. Petrasek

ve ark (49), at ekstremite I/R calismasinda 6lgim yaparak iskeminin 4. saatinde kas
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dokusundaki nekroz oramnm %21, 5. sastte %61 ve 5. saatten sonra ise %92 olarak tespit
etmislerdir. Skjeldal ve ark (50), iskeminin 4. saatinde nekrozu %46 saptarken, 4,5 saat sonra
% 70 olarak gozlemistir. Bu iki ¢alisma bize iskemi siiresi ile nekroz oran arasinda dogru
orant1 oldugunu telkin etmektedir. Nekroz, hlicrede geri donisimsiiz hasarin gostergesidir
(47). Calismamizda sham grubunda cekirdekte belirgin nekroz alanlari gézlenmistir. Sham
Grubu’' nda belirgin olarak gozlenen nekroz, 2,5 ve 10 mg'lik gruplarda doza bagli olarak

azalmustir.

Blaisdell F ve ark (12), 3 saatlik alt ekstremite iskemi donemi ardindan kas dokusunda
geri donusumsiiz histolojik hasarlanmanin basladigim ve yaklasik 6. saatte tamamlandigin
gostermistir. Sirgjo ve ark (51), 3 saatlik iskemi donemi ardindan laser doppler ile kas kan
akiminin belirgin olarak azaldigim saptamuglardir. Duru ve ark (5), ratlarda 3 saatlik iskemi
siiresi sonunda kas dokusunda yaygin nétrofil birikimi olustugunu belirlemiglerdir. Bu bilgiler
is1ginda calismamizda iskemi slresi olarak geri donusimslz hasarin basladigi 3 saat
secilmistir. Calismamizda Sham Grubu’'nda ortaya ¢ikan veriler, 3 saatlik iskemi slresi
uygulanan diger alt ekstremite i/R calismalarindaki EM verilerine benzer bulunmustur.

Kas dokusunda I/R hasarinin derecesinin, uygulanan reperfiizyon siiresi ile paralellik
gosterdigi kantlanmustir (9, 26, 52, 53). Edna M ve ark (54), 1/R hasarinin alt ekstremitede
kas dokusunda meydana getirdigi morfolojik ve histokimyasal degisiklikleri belirlemek igin
bir deneysel calisma yapmuslardir. Calismada 4 saat iskemi (I/R), 4 saat iskemi—1 saat
reperfiizyon (I/R-1 sa), 4 saat iskemi 24 saat reperfiizyon (I/R-24 sq), 4 saat iskemi 72 saat
reperfiizyon (I/R-72 sa) gruplar: olusturulmus. Calisma sonunda
1) IR grubunda, kas dokusunda normal myofibriller yap: yamnda mitokondriya kristalarinda
kumelenme ve kristalarin azalmasi (Kristalizis) ile birlikte 6dem,

2) IR-1 sa reperfiizyon grubunda, kas dokusunda 6dem, miyofibriler yapida yogunlukta
artma ve nekroz,

3) [IR-24 sa grubunda kas dokusunda farkli morfolojik goriuniimler, Gdemli doku,
endomisyum ve perimisyumda yogun nétrofil birikimi, sitoplazmada nekroz,

4) IR-72 sa grubunda kas dokusunda nekroz, bag dokusunda notrofil birikimi gozlenmistir.
Soleus kasindan orneklerde lezyonlarin reperfiizyon siresi ile orantili olarak ilerleyici artig
goserdigi belirlenmistir.

Calismamizda daha oOnceki calismalarin sonuclarina bakilarak 3 saatlik iskemi
siresinin ardindan 24 saatlik reperfliizyon siresi (21, 25, 54) ongorulmustir. Reperflizyon
siiresinin sonunda Sham Grubu’ nda yaygin SR dilatasyonu, miyofibriler dezorganizasyon ve
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mitokondriyal kristalizis gbzlenmistir. Sham grubundan elde edilen bu histopatolojik bulgular
ayni stireyi kullanan diger 1/R calismalarinda (5, 12) elde edilenlerle benzer bulunmustur.

Odem olusumu I/R’ a bagl inflamasyonda ilk ortaya cikan belirtilerden biridir.
Odemin nedeni histamin, bradikinin, l6kotrienler, kompleman komponentleri, substant P ve
PAF etkisi ile proteinden zengin sivinin intravaskiler yataktan intertisyuma transvaskuler
gecisidir (1). Duarte ve ark (53) farelerde alt ekstremitede 60, 90 ve 120 dakikalik iskemiyi
izleyen 60 dakikalik reperfiizyon sonrasi 1slak kas dokusu agirliginda (6dem) %90, doku
protein iceriginde ise %40 artis saptamuslardir. Appell H ve ark (48), hastalarda turnike
kullanimi sonrasi vastus lateralis kasindan biyopsi drnekleri alarak patolojik degisimleri
elektron mikroskopu ile incelemisler, 90 dakikalik iskemi sliresi sonunda lifler arast 6dem,
lizozom birikimi, hiicreler arasi 6dem, nekroz, endotelyumda balonlasma, bazal membranda
kalinlasma saptamuslardir. Calismamizda sham grubunda ekstravaskiler ve myofibriller
arasinda yaygin 6dem olusumu gozlenmistir. 2,5 ve 10 mg’lik gruplarda 6dem doza bagl
olarak azalmistir. Caligmalarda tenoksikamin dolayli yoldan notrofil aktivitesini, SOR,
kemokinler, PAF ve lizozomal enzim olusumunu azalttigi gosterilmistir (25, 41, 42, 55, 56).
Odem olusumunun azalmasi bu dolayl etkiyi destekler niteliktedir.

Iskemi reperfiizyonda tiim mekanizmalarda COX enziminin rol oynadig1 calismalarla
gosgterilmistir (21, 25, 55 ). Dupouy V ve ark (21), ratlarda alt ekstremitede yaptiklar: i/R
calismasinda, 2 saatlik iskemi stiresinin ardindan COX-2 protein sentezinin 10. saatte, COX—
1 sentezinin 72. saatte belirgin olarak yukseldigini bildirmislerdir. Yine aym galismada kas
hasarinin belirtisi olan CK, reperflizyonun 24. saatinde ve 6dem olusumu ise 10. saatte en
yuksek degerlerine ulagmustir.

Patel N ve ark (55), rodentlerde bobrek I/R calismasinda selektif COX-2 inhibitorii
olan parekoksib ile bobrek hasarinin belirtileri olan tubuler, glomeriler yetmezligin azaldigini
saptamuglardir. COX-2 ‘nin bobreklerde i/R hasarimn olusumunda énemli bir konuma sahip
oldugunu belirtmiglerdir.

Tenoksikamin anti-inflamatuvar  etkinligi ile ilgili calismalar sinirli  sayidadir.
Tenoksikam direkt olarak COX enzim aktivitesini inhibe eder ve arasidonik asit
metabolitlerinin olusumunu engeller (25). Ichihara S ve ark (42), tenoksikamin notrofillerde
peroksidaz aktivitesinin azalmasinda kofaktor rolt oynayarak antiinflamatuvar etki gosterdigi
sonucuna varmuslardir. Paino M ve ark (41), ratlarda NSAII ganlardan diklofenak,
indometazin, naproksen, piroksikam ve tenoksikam ile aktive olmus ndétrofiller Gzerinde
yapmis olduklar1 calismada, tenoksikamin |0kositlerde peroksidasyon aktivitesini ve
hipoklorik asit Uretimini %90, SOR olusumunu %45 oraminda azalttigini gostermislerdir.
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Ezberci F ve ark (56), ratlarda peritonit modelinde yapmis olduklar: galismada, tenoksikamin
KAT seviyesini artirip, MDA ve SOR seviyesini azaltarak abdominal adezyon olusumunu
Onledigini gostermislerdir. Yine Celebioglu ve ark (57), fareler Gzerinde yapmis olduklar
calismada, i.p uygulanan tenoksikamin PGE2 seviyesini dusurdigu ve abdominal adezyon
olusumunu azalttigini gostermislerdir. Tim bu calismalar tenoksikamin antiinflamatuvar
etkinligini hem lokal olarak dokuda hem de nétrofiller Gzerinden gosterdigini kanitlar
niteliktedir.

Yapilan literatir arastrmalarinda Galvao R ve ark’'mn (25) calismast disinda
tenokskamin  I/R  modelinde antioksidan etkinliginin  arastirildigi  bir  calismaya
rastlanmamistir. Galvao R ve ark (25), ratlarda olusturulan serebral iskemi modelinde
tenoksikamin antioksidan etkinligini incelemislerdir. Calismada, her iki karotid artere cift
tarafli klemp konularak 45 dakika iskemi uygulanmis; iskemiden hemen sonra 2,5 mg/kg ve
10 mg/kg dozlarda tenoksikam ip verilmis; 45 dakikalik iskeminin ardindan 24 saat
reperflizyon uygulanmistir. Glutamat ve aspartat seviyelerinde gruplar arasinda belirgin bir
degisiklik gbzlenmemesine karsin, 24 saatlik reperfiizyonun ardindan MPO duizeyleri belirgin
olarak artmus; bu artisin tenoksikam verilen gruplarda kontrol grubuna kiyasla kismen
geriledigi saptanmistir. Histolojik analizlerde tenoksikam verilen gruplarda, kontrol grubuna
gore striatal ve hippokampal lezyonlarin (vakuolizasyon, nétrofil birikimi, piknozis) belirgin
sekilde azalchgr gorilmistir. iskemi grubunda “ 3 ” olarak degerlendirilen lezyon skoru, 10
mg tenoksikam grubunda “ 1 " olarak gozlenmistir. Iskemi grubunda histolojik olarak
gbzlenen yogun vakualizasyon (SR dilatasyonu) , notrofil birikimi ve piknozis (gekirdek
hasar1) 10 mg tenoksikam grubunda belirgin azalma gostermistir. MPO aktivitesi ve nitrik
oksit (NO) Uretiminin gostergesi olan nitrit yogunlugu tenoksikam verilen grupta disus
gostermistir. Calismacilar, elde ettikleri verilere dayanarak, tenoksikamin hasarlanmayi doza
bagli olarak azalttigi ve serebral iskeminin Onlenmesinde noroprotektif etki gosterdigi
sonucuna varmiglardir. Calismamizda 6zellikle Galvao R ve ark’min (25) yapmis oldugu
calismay1 gz 6niine alarak tenoksikamin alt ekstremite I/R hasarlanmasini 6nleyebilecegini
Ongorduk.

Galvao R ve ak’'t (25) calismalarinda Sham Grubu'nda striatal ve hippokampal
lezyonlar gozlemisler. Tenoksikam verilen gruplarda doza bagli olarak bu lezyonlar azalmis,
Ozellikle 10 mg/kg tenoksikam verilen grupta iskemiye bagli histolojik doku degisiklikleri
belirgin azalma gostermistir. Bizim calismamizda da benzer bir sonug elde edilmistir. iskemi

sonrast sham grubunda yogun olarak gozlenen nétrofil birikimi, piknoza gidisi isaret eden
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kromatin  kimelesmesi, SR dilatasyonu, mitokondriyal kristalizis, miyofibriler
dezorganizasyon bulgulari doza bagli olarak azaldi. Bu U¢ parametrede 10 mg'lik grupta
ortaya cikan sonuclar ile kontrol grubu arasindaki sonuclar anlamli derecede benzerlik
gogermistir. EM’de g0Ozlenen SR dilatasyonu, mitokondriyal kristalizis, miyofibriler
dezorganizasyon bulgular: I/R’ da geri déniisiimsiiz hiicre hasarina gidisi gosterir (47).

Edna M ve ark (54), 4 saat iskemi ve 24 saat reperfiizyon donemi uyguladiklari
calismada kas dokusunda yaygin nétrofil infiltrasyonu, 6dem ve nekrotik fibriller saptanmuslar.
Ayrica 4 saat iskemi/ 1 saat reperfizyon grubunda dilate SR, mitokondriyal diizensizlik
gozlenmigler. Bizim calismamizda Sham Grubu'yla karsilastirildiginda 2,5 ve 10 mg' lik
gruplarda nétrofil infiltrasyonu yoktu ve mitokondriyal kristalizis olusumu gozlenmemistir.
2,5 mg’lik grupta azalan SR dilatasyon orani, 10 mg’ lik grupta tamamen kayboldu. Yine Edna
M ve ark’1 (54) calismalarinda 1, 24, 72 saatlik reperflizyon donemi ardindan yaygin
miyofibriler duzensizlik gozlemiglerdir. Calismamizda 2,5 ve 10 mg'lik gruplarda
miyofibriler diizensizlik doza bagli olarak azalmis; 6zellikle 10 mg’lik grupta belirgin olarak
dustk derecede saptanmustur.

Lizozom olusumu nekrotik hicrelerin ortadan kaldirilmasim saglar ve notrofil
aktivitesinin bir belirtisidir. Appell H ve ark (52)'min yapmis olduklar: galismada 2 saat
iskemi, 1 saat reperfiizyon suresi ardindan gozlenen lizozom olusumu ve perivaskiler 6dem
calismamizda yalmizca sham grubunda gorulmuistdr. 2,5 ve 10 mg'lik gruplarda lizozom
olusumu ve perivaskiler 6dem gozlenmemistir. Bu sonug, tenoksikam ile notrofil
aktivitesinin baskilandig: fikrini destekler niteliktedir.

Sonug olarak bu calismaile tek tarafl alt ekstremite I/R’ sinde kullanilan tenoksikamin
doza baglh olarak hasarlanmay: belirgin derecede azalttigi kamsina varilmistir. Bu sonug iR
patogenezinde arasidonik asit yolaginin cok dnemli oldugu savim destekler niteliktedir.

CGalismanin sinirlamalar alinan kan 6rneklerinde gbzlenen hemoliz nedeniyle LDH ve
CK enzimlerinin, teknik yetersizlikler nedeniyle MPO, MDA, nitrit, glutatyon degisimlerinin
degerlendirilememesidir.
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SONUC VE ONERILER

Sham grubundaki histolojik degisimler gbz 6nine alindiginda, tenoksikamin kas
dokusu hasarlanmasini belirgin olarak azalttigi gozlenmistir.

Calisma gruplari sham grubu ile karsilastirildhiginda SR dilatasyonu, myofibriler
dezorganizasyon ve mitokondriyal kristalis parametreleri Uizerinden, tenoksikam hasarlanmay1
doza bagl olarak azaltmustir.

Tenoksikamin, major ekstremite ameliyatlarinda, travmaya bagl1 hasarlanmada ve akut
ekstremite embolizasyonu gibi  klinik durumlarda uygulanabilir bir ajan olabilecegi
dustnulmektedir. Fakat ilacin yiksek dozlar1 ile calisildigi ve bazi parametrelerin
degerlendirilemedigi distunuldiginde, daha ileri deneysel ve klinik calismalara gereksinim

oldugu sonucuna varilmustir.
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