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OZET

Plastik cerrahide flep cerrahisi, ekstremitelerde kismi veya tam
kopmalar sonrasi replantasyonlar, transplantasyonlar guncel pratikte
yogun ugras verilen alanlardir. Bu tiir cerrahilerin basar1 orani

iskemi/reperfiizyon(I/R) hasari ile yakindan iliskilidir.

Farkli dokularda, iskemi reperflizyon hasarin1 azaltmaya
yonelik bir cok endojen ve eksojen madde arastirilmis ve arastirilmaya
devam edilmektedir. Ancak halen I/R hasarin1 tamamen engelleyen
farmakolojik ajan bulunamamistir.  2- merkaptoetan sodyum
stlfonat(MESNA) iyofosfamid ve siklofosfamid gibi kemoterapotik
ajanlara bagl gelisen hemorajik sistit tedavisinde kullanilan bir ilagtir.
Farkli deneysel c¢alismalarda, akciger, bobrek, over, barsakta I/R
hasarina kars1 koruyucu etkileri denesel olarak gosterilmistir. Ancak alt
ekstremite ve iskelet kasinda iskemi reperfiizyon hasar1 {izerine
herhangi bir calisma bulunmamaktadir. Bir ¢cok organda I/R hasari
lizerine olumlu etkileri gdserilen Mesna nin, alt ekstremite I/R hasarina

olumlu etkileri olabilecegi hipoteziyle bu ¢aligma planlanmustir.

Gere¢ ve Yontem: Calismamizda herbir grup 8 adet rattan
olusmak tizere 24 adet Sprague Dawley cinsi erkek rat kullanild.
Gruplar, kontrol grubu, I/R grubu ve I/R + Mesna olacak sekilde iic
gruba ayrildi. Kontrol grubuna herhangi bir islem uygulanmadi. Diger
iki gruba sag ekstremite trochanter majusun proksimalinden turnike ile
4 saat iskemi ve 4 saat reperfiizyon uguland:. I/R grubuna iskemiden
15 dk ve reperfiizyon aninda serum fizyolojik, /R+Mesna grubuna ise
aynt zamanlarda Mesna 150mg/kg/doz’dan intraperitoneal olarak
uygulandi. I/R tamamlandiktan denekler derin anestezi altinda
intrakardiyak kan alinarak sakrifiye edildi. Daha sonra tum ratlarin sag
taraf gastrokinemius kaslarindan histopatolojik ve biyokimyasal

inceleme i¢in doku 6rnegi alindi.



Bulgular: Kontrol grubu ile I/R ve I/R+Mesna gruplarinda
ekstravaze eritrosit varligi, enine ¢izgilenme kaybi, ¢cekirdegin merkeze
g0cli, kas liflerinde ayrilma, bag doku artisi, interseliiler/interfasikiiler
6dem ve pnml sayisi istatiksel olarak anlamli(p<0,001) olmasina
ragmen, IR ve IR+Mesna grubu istatiksel olarak aynidir. Sonug olarak
histolojik olarak ve sayisal Ol¢iimlerde Mesna uygulanan grubun
dejeneratif degerlerde diisme sagladigi halde bunun istatiksel olarak
anlaml diizeyde olmadig1 bulunmustur. Kontrol ve deney gruplari
arasinda lipid peroksidasyonun gostergesi olan MDA (p=0.860)
enzimi ve antioksidan aktivite ac¢isindan degerlendirlmeye dahil

edilen MPO agisindan anlamli bir fark bulunamadi(p=0,539).
Sonug: Yaptigimiz ¢aligma sonucunda elde ettigimiz bulgular,
Mesna nin alt ekstremite kas dokusunda iskemi reperfiizyon hasarini

istatiksel olarak anlaml olglide azaltmadigidir.

Anahtar Kelimeler: Kas dokusu, Mesna, iskemi reperfiizyon

vi



ABSTRACT

In plastic surgery, flap surgery, replantations after partial or
complete ruptures in the extremities, and transplantations are areas of
intense concern in current practice. The success rate of such surgeries

is closely related to ischemia/reperfusion (I/R) injury.

Many endogenous and exogenous substances have been
investigated and continue to be investigated to reduce ischemia-
reperfusion injury in different tissues. However, there is still no
pharmacological agent that completely prevents I/R damage. 2-
mercaptoethane sodium sulfonate (MESNA) is a drug used in the
treatment of hemorrhagic cystitis due to chemotherapeutic agents such
as iophosphamide and cyclophosphamide. In different experimental
studies, its protective effects against I/R damage in the lung, kidney,
ovary, and intestine have been experimentally demonstrated. However,
there are no studies on ischemia-reperfusion injury in lower extremity
and skeletal muscle. This study was planned with the hypothesis that
Mesna, which has shown positive effects on I/R damage in many

organs, may have positive effects on lower extremity I/R damage.

Materials and Methods: In our study, 24 male Sprague Dawley
rats, each group consisting of 8 rats, were used. The groups were
divided into three groups as control group, I/R group and I/R + Mesna
group. No procedure was applied to the control group. In the other two
groups, 4 hours of ischemia and 4 hours of reperfusion was applied with
a tourniquet from the proximal of the right extremity trochanter majus.
In the I/R group, physiological saline was administered for 15 minutes
after ischemia and at the time of reperfusion, and 150mg/kg/dose
Mesna was administered intraperitoneally to the I/R+Mesna group at
the same time. After I/R was completed, the subjects were sacrificed by
taking intracardiac blood under deep anesthesia. Tissue samples were
then taken from the right gastrocnemius muscles of all rats for

histopathological and biochemical examination.

Vii



Results: Presence of extravasated erythrocytes, loss of
transverse striation, migration of nuclei to the center, separation of
muscle fibers, increase in connective tissue, intercellular/interfascicular
edema and pnml number in the control group and I/R and I/R+Mesna
groups were statistically significant(p<0.001) Although the IR and
IR+Mesna groups are statistically the same. As a result, it was found
that although the group in which Mesna was applied histologically and
numerically, decreased degenerative values, this was not at a
statistically significant level. There was no significant difference
between the control and experimental groups in terms of MDA
(p=0.860), which is an indicator of lipid peroxidation, and MPO, which
was included in the evaluation in terms of antioxidant activity
(p=0.539).

Conclusion: The findings we obtained as a result of our study are that
Mesna did not statistically significantly reduce ischemia-reperfusion

injury in the lower extremity muscle tissue.

Keywords: Muscle tissue, Mesna, ischemia reperfusion
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1. GIRIS ve AMAC

Plastik cerrahide flep cerrahisi ve replantasyonlar glincel
pratikte yogun ugras verilen durumlardir. Bu tiir cerrahilerin basari
oran1 iskemi-reperfizyon (i/R) hasar1 ile yakindan iliskilidir.
Ekstremitelerde is kazalari, trafik kazalari, tromboembolik hastaliklar,
periferik arter hastaliklari, turnike kullanimi vb. birgok sebeple iskemi
olusabilir. Uygun cerrahi veya medikal tedaviler sonrasi reperfiizyon
saglanabillir. Bu durumuda beklenenin aksine, bircok farkl
mekanizmanin rol aldig1 diisliniilen, iskemi reperfiizyon hasar1 olusur.
Bu hasar lokal ve sistemik etkiler olusturarak hastada morbidite ve
mortaliteye yol acabilmektedir (1-2). Teknolojik ve bilimsel
gelismelere ragmen bu hasari onlemeye yonelik kesin bir ¢6ziim
bulunamamustir ve bu da iskemi reperfiizyon hasarini ¢ok arastirilan bir

alan haline gelmesine sebep olmaktadir.

Herhangi bir dokuda kan akiminin azalmasi veya tamamen
ortadan kalkmasi sonucu dokunun beslenmesinin ve oksijen ihtiyacinin
karsilanamamas1 iskemi olarak tanimlanir. Kan akiminin iskemik
dokuda tekrar saglanmasi durumuna ise reperfuzyon denir (3).
Reperflizyon iskemik dokudaki enerji ihtiyacini tekrar karsilamak ve
toksik metabolitleri temizlemek icin gerekli bir surectir ancak uzun sire
iskemik kalmis dokuda metabolik yan trunlerin tGretimini indikleyerek
doku hasarini arttirir. Bu olay iskemi reperfiizyon hasar1 olarak
adlandirilir ve iskeminin tek basina verdigi hasarda daha ciddi bir

hasara yol acar (3-4).



Iskemi ve reperfiizyon hasar1 kompleks molekiilerin tetikledigi
inflamatuar bir olaydir. Bu olayda temel rol oynayan faktorlerin;
Iokositler ve serbest oksijen mollekiilleri oldugu diistiniilmektedir (3).
Literatiir taramalar1 yaptigimizda bir¢ok farkli alanda I/R hasarimi
azalmak i¢in ¢ok fazla sayida endojen ve eksojen maddenin bu hasari
azaltmaya yonelik arastirildigin1 gérmekteyiz. Ancak klinik kullanma
giren ila¢ sayist ¢ok fazla sayida degildir. Bizim ¢alismamizda
Mesna(2_Merkaptoetan-Sodyum-Sulfonat) adli siklikla kemoterapotik
ajanlara bagli olusan hemorajik sistit tedavisinde kullanilan ve
antioksidan 6zellikleri bilinen maddenin aragtirilmasi planlanmaktadir
(5-6). Ratlarda daha 6nce tanimlanmis alt ekstremite I/R modeli
kullanilarak olusturulan deneysel modelde, intraperitoneal (IP) yolla
150 mg/kg dozunda iki kere uygulanacak olan bu ilacin I/R hasarimi
Oonleme ya da azaltmaya yonelik etkisinin olup olmadig

degerlendirilmesi amaclanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Iskemi

Herhangi bir doku veya organda dolagimin azalmasi veya
tamamen kesilmesi sonucu dokuda veya organda yeterli kan akiminin
saglanamamasi ve hipoksi olusmasi iskemi olarak tanimlanir. Iskemi
sonucu ortamda toksik metabolit artmaya baslar ve bu olay hicre
olumine yol acabilmektedir. Kan akiminin iskemik dokuda tekrar
saglanmasi paradoksal olarak iskeminin yarattigi hasara gére ¢cok daha

ciddi bir hasara sebebiyet verir (3).

Reperfuzyon evresinde olusan hasar, hiicreye ulasan
oksijen molekiillerinin serbest oksijen radikallerine (SOR) doniistimi
basta olmak iizere bir¢ok mekanizmanin rol aldig1 karmasik bir siirectir
(4). Iskemik dokuda mevcut enerji depolari, hiicrenin canliligini
stirdiirebilmesi icin gerekli enerjiyi saglar. Ancak iskeminin devam
etmesi durumunda belli bir sureden sonra bu depolar da tiikenir ve
hiicrede geri doniisiimsiiz hasar olusmaya baslar. Iste bu siire kritik
iskemi stiresi olarak tanilanmaktadir ve dokudan dokuya degiskenlik
gostermektedir. Normotermik sartlarda bu sire iskelet kasinda 4 saat,
sinir dokusunda 8 saat, yag dokusunda 13 saat, deride 24 saat ve kemik

dokusuna 4 gun olarak hesaplanmistir (1).

Iskemi hiicrede metabolik ve yapisal degisiklikler meydana
getirir. iskemik alanda kan akimi azalmas: ile, hiicrelere yeterli
miktarda oksijen ulastirilamaz icin oksidatif fosforilasyon azalmaya
baslar ve hiicre yiiksek enerjili fosfat bilesiklerini kaybetmeye
baslar(7).



Bu iskemik stregte ATP dretimi durma evresine gelir ancak
dokudaki depolarda kalan ATP yikima ugramaya devam eder. ATP
yikimi sonucu sirasiyla adenozindifosfat(ADP),
adenozinmonofosfat(AMP), adenozin, inozin ve son olarak da

hipoksantin e katabolize olur(8).

Bu yikim firtinlerinin birikimi sonucu fosfofruktokinaz enzimi
aktive olur ve hiicresel metabolizma aerobikten anaerobige donmeye
baslar. Aktive olan fosfofruktokinaz sayesinde daha az oranda olsa da
ATP Uretimi olur ancak ciddi oranda glikojen kullanimi gerektirir.
Iskeminin uzamasi hipoksantin ve anaerobik glikoliz
metabolitlerinin (laktik asit, hidrojen iyonu, inorganik fosfatlar)
hiicrede birikerek pH diisiisiine yani asidoza sebeb olur. Iskemideki
uzama ek olarak ksantin dehidrojenazin (KDH), ksantin oksidaza (KO)

dontistimiinii de tetikler (8-11).

Meydana gelen asidoz, intraselliler iyon dengesini bozar.
Intraseltiler artan hidrojen iyonunu azaltmak igin, Na+ - H+ (sodyum-
hidrojen) pompasi ile fazla hidrojen hiicre digina atilir ve Na+ - Ca+2
pompast ile kalsiyum intraseliiler alana alinir (12-13). Boylelikle hiicre
ici kalsiyum orani artmaya baglar. Ve bu artis hiicre i¢in sitotoksiktir
(15). Iskemi siiresince hasarlanan endoplazmik retikulum da hiicre
icine Ca+2 salinimina baslar (13,14). Ca+2’nin hiicre i¢inde asir1 artisi
proteolitik enzimler ve fosfolipazlarin aktivasyonuna yol agar.
Fosfolipazlarin aktivasyonu, mitokondriyal enzim inhibisyonu yapan
ve serbest radikal olusumunu arttiran, arasidonik asit Uretimine neden

olur (Sekil 1).

Hiicre igerisinde olusan bu sitotoksik mekanizmalar sonucu,
ribozomlar graniillii endoplazmik retikulumdan ayrisir. Polizomlar,
monozomlara boliiniir ve protein sentezi azalmaya baglar. Bu siiregten

sonra iskemi durdurulamazsa, geri doniisiimsiiz hasar meydana gelir.



Olusan hasara ilaveten mitokondrilerde siddetli vakuolizasyon
meydana gelir ve matrikste kalsiyumdan zengin amorf yogunluk
birikimi eslik eder(16). Iskemik donemde olusan hiicresel iyon
dengesizliginin diger etkisi de proinflamatuar sitokinlerdeki 16kosit
adhezyon molekiillerinin sentezinde artma, buna karsilik antioksidan
enzimlerin sentezinde azalma olmasidir. Bu durum olast bir

reperflizyon durumuda hiicreyi daha dayaniksiz hale getirir(16-17).

Zedeleyicl ajan

Mitokondri Endoplazmik

retikulum

Sitoplazmik Ca*+ artig) <l
=
: v !
ATPaz Fosfilipaz Proteaz Endonikleaz
ATP Fosfolipit Membran ve

azalmasi azalmasi hiicre iskelet
proteinlerinin

\ pargalanmasi

Sekil 1:Hicre zedelenmesinde kalsiyumun sitoplazmik artiginin = sebepleri  ve

sonuglari(16).



2.2. Reperfuzyon

Kan akiminin iskemik dokuda tekrar saglanmasi
reperfiizyon olarak adlandirilmaktadir. Bu olay paradoksal olarak
iskeminin yarattigi hasara gore cok daha ciddi hasara sebebiyet
vermektedir (3). Reperflizyon evresinde olusan hasar, hiicreye ulagsan
oksijenin serbest oksijen radikallerine (SOR) doniisiimii basta olmak

iizere bir¢ok mekanizmanin rol adig1 karmasik bir prosestir (4).

Iskemi medikal veya cerrahi olarak ortadan kaldirilsa bile
doku ve organda tam fonksiyonellik saglanamaz (18,19). Reperfiizyon
hasart SOR, endotelyal faktorler ve noétrofillerin sebep oldugu
komplike bir siirecin sonucu meydana gelir. Hasar mekanizmasini
tetikleyen etkenin, endotel hucrelerindeki hasarlanma oldugu
diisiiniilmektedir (18,20,23-28).  Repefiizyon doneminde olusan
serbest oksijen rakillarinden en c¢ok bilinenleri; Stper oksit (O-)
anyonu, hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil radikali (OH-) dir. Bu
tiriinlerin olusumunda nikotinamid adenin difosfonukleotid (NADPH)
sistemi ile KO sistemi etkindir (26). Postiskemik dénemde dokuda
olusan serbest radikallerin en énemli kaynagi, KO enzimidir. Iskemik
donemde intraseliiler Ca2+ artis1 kalsiyum aracili proteinazlari aktive
etmesi sonucu ksantin dehidrojenaz (KDH) dan olusur. Caligmalarda
KDH nin KO ya doniisiimii intestinal dokuda 10 saniye, miyokard da 8
dakika, karaciger, dalak, bobrek ve akcigerde 30 dakika siirdiigii
gosterilmistir. Bu enzimatik déniisiimdeki siire farkinin, dokularin I/R
hasarina cevabindaki farklilig1 ve iskemi siiresinin her dokuda farkli
olmasin1 anlamamiz1 saglayan bir faktordiir. Ek olarak hipoksantin ve

ksantin oksidasyonu da serbest radikal kaynagidir (22,28,29) (Sekil2).
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Reperfiizyon Fe= Y -..‘

Sekil 2: Ksantin oksidaz sistemi ve SOR olusumu(106)

Sonug olarak reperfiizyon sureci dokuda iskemik stirece gore ¢cok daha

agir bir hasarlanmayla sonuglanir (30).

2.3. Iskemi/Reperfiizyon Hasar1

Iskemi/reperfiizyon (I/R) hasari; travma, myokard enfarktiisi,
replantasyonlar, trombembolik hastaliklar, turnike kullanimi, arteriyel
okiizyonlar vs. bircok sebeple meydana gelebilmektedir. /R hasar
sadece etkiledigi organda hasar olusturmaz, uzak organlarda da hasar
olusturabilmektedir. Uzak organ hasari, I/R hasarmin esas olustugu
organ disindaki dokularda, bobrek ve akciger basta olmak {izere,
gelisebilen bir hasardir. Yapilan arastirmalarda I/R nin olusturdugu bu
lokal ve sistemik inflamatuar yanit ¢oklu organ yetmezIligi tablosuna

hatta mortaliteye sebep olabilmektedir.



Iskemi-reperfiizyon hasarinin klinik yansimalari; yerel, uzak ve
sistemik diizeyde etkiler olarak ii¢ baslik altinda toplanmustir. Yerel
dizeydeki etkiler ¢ogu organda ortak bir etyolojiyle olusmaktadir.
Olusan hiicresel degisiklikler organa o6zledir (31-35). Genellikle
sizintili kapiller yataklarin meydana getirdigi sivi ekstravazasyonu,
doku ddemi ile kendini gosteren sistemik duzeydeki etkilerin ve uzak

organlardaki disfonksiyonun mekanizmasi tam anlasilamamistir (8).

Iskemi-reperfiizyon hasar; hiicrelere yeterli diizeyde oksijen
ulagtiritlamamasi sonucu, hiicrede hemostazin saglanamamasi ile
baslayip, norofiller ve serbest oksijen radikallerinin dahil oldugu
kompleks bir suregtir (36-44). Dokuya giden kan akimi kesildiginde,
hlcresel islev kaybma yol agan biyokimyasal reaksiyonlar baslar.
Hiicrede normal sartlarda enerji aerobik yolla saglanirken, enerji
ihtiyact oksijen yoksunlugu sebebi ile anerobik yola doner. Bu da
hiicrede asidozla, yiksek enerjili fosfat bilesiklerinin azalmasiyla ve

son olarak enzimlerin etkinliklerinin degismesiyle sonuglanir (37,39-
41).

Dokularmn iskemiye verdigi cevap doku tipine, iskemik alanin
genisligine, ortamin sicaklifina ve iskemi siiresine gore farklilik arz
eder. Kas dokusunda normotermik sartlarda Kkritik iskemi slresi 2
saatten daha uzunken, ince bagirsakta 30 dakika kadardir (37). Yapilan
caligmalar gostermistir ki, kas dokusunda yaklasik 3 saatlik iskemi
sonrasi geri doniisiimsiiz hiicresel baglar ve 6 saatte neredeyse doku
tamamen nekroze olur (39). Reperflizyonla birlikte hicre icin gerekli
enerji saglanir ve toksik metabolitler ortamdan uzaklastirilmaya
baglanir. Bu silire¢ iskemik dokuda olusan hasarin  geri
dondurdlebilmesi icin mutlak gereklidir. Ancak reperfiizyon dokuda
paradoksal olarak farkli mekanizmalar ile lokal ve sistemik hasara da

yol acabilmektedir.



Yapilan klinik ve deneysel ¢aligmalar iskemi reperfiizyon
hasarin1 biiyiilk oranda reperflizyon doneminde gerceklestigini

bildirmektedir (37,48-50).

Doku perflizyonundaki azalmaya baslayan hasarlanma siireci,
damar gecirgenliginde artis ve interstisyel alana siv1 kagisi ile olusan
doku 6demiyle baglantilidir. Bu mekanizmadan yola ¢ikilarak, hasarin
etkilerini azaltmaya yonelik proflaksi igin; damar endotelinin
hasarlanmasini  engelleyen ve endotel fonksiyonlarmi negatif
etkileyecek patolojileri azaltan ajanlar ve yaklagimlar kullanilmas, etkili
bulunmuslardir (40-42,51). I/R hasar1 ¢cok sayida karmasik molekiiler
olayin rol aldig1 inflamatuar bir prosestir (Sekil 3). Bu hasara baslica

sebep olan mekanizmalar;

-Polimorniikleer I6kositlerin(PNML) aktivasyonu

-Serbest oksijen radikallerinin(SOR) ortaya ¢ikmasi

-Sitokinlerin salinimindaki artis

-Eikasonoidlerin tiretimindeki artis

-Kompleman  sisteminin  aktivasyonu neden oldugu One

striilmektedir(31, 52-55).
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Sekil 3: Iskemi ve reperfiizyon hasarmin mekanizmasi

2.3.1. No-reflow Fenomeni

Uzamis 1skemi sonrast reperfiizyon saglansa bile
mikrodolagimin geri dontisiimsiiz olarak kapanmasi no-reflow
fenomeni olarak tanimlanir. flk kez Ames tarafindan tavsan iskemik
beyin modelinde tarif edilmistir (56). Brooks tarafindan patolojik
olarak tanimlanmas1 yapilmistir. Yaptig1 ¢alismada kopeklerde belli
alanlarda arteriyel tikaniklar olusturulmus, sonrasinda bu alanlarda
tekrar kan akimi saglanmistir. Ancak reperfiizyon sonrasi arterlerde
pulsatil akim goriilse de, perfiize olmayan alanlar oldugu ve bu

alanlarin histolojik kesitlerde nekroza gittigi gosterilmistir (57).

Magner bu fenomeni detayli olarak aragtirmistir. Yaptigi
caligma neticesinde fenomeni agiklayan dort mekanizma oldugunu

savunmustur (58).Bu mekanizmalar:

- Damar i¢i hemo-konsantrasyon ve trombiis olusumu
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- Kilcal damarlardaki endotel hiicrelerinde sisme
- Lokositlerin liimeni tikamasi

- Damar dis1 alandaki 6demin liimeni daraltmasi mikrodolasimdaki

bozuklugun sebepleri olarak tanimlanmustir.

Calismada ayrica endotel hiicrelerindeki sismenin aktif
transport kullanan iyon pompalarinin diizgiin ¢alisamamasi sebebi ile
olustugu one siiriilmiistiir. Hiicrelerin sismesi kilcal damarlardaki
direnci arttirmakta ve reperflizyonun erken donemlerinde iyice
belirginlegsmektedir. Lokosit birikimin, damarlar1 tikanmasi bu
fenomenin sebeplerinden biri olmaktan ziyade kan akimindaki

yavaglamanin bir sonucu oldugu diistiniilmektedir (58).

2.3.2. Lokositlerin Rolu

Doku iskemisi sonras1 trombositler, endotel hiicreleri ve diger
lokositlerden salman kemotaktik ajanlar; l6kosit aktivasyonu,
kemotaksis ve l6kosit-endotel hiicre adhezyonunu meydana getirir (24).
Dolasimda serbest dolasan noétrofiller aktive olarak, iskemik doku
endoteline yapislar. Daha sonra interstisyel alana gegis yaparlar.
PNML’lerin go¢ii iic asamali olarak gerceklesmektedir (Sekil 4).
Sirasiyla bu gog su sekilde gerceklesmektedir;

-ilk olarak adezyon molekiillerinin de yardimiyla endotel
boyunca yuvarlanma hareketini gerceklestirirler (59).

-Daha sonra kendi aralarinda olusturduklar1 kuvvetli baglar
sayesinde endotel hiicrelerine sikica tutunurlar. Bu tutunma,
l6kositlerin hareket etmesi ve SOR salinimi icin gereklilik arz

etmektedir (60).
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-Endotelyal yapisma sonrasi l6kositler, endotel hiicrelerinin
aralarinda bulunan zayif bolgelerden interstisyel alana gecis yaparlar.
Ekstravaskiiler alana ulasan lokositler, hasarli bolgeye go¢ etmeye

baslarlar(kemotaksis).

Vi Kemokinlerle integrin Stabil Adezyon Migrasyon
aktivasyonu
Lokosit Slalyl Lewis X modifiye glikoprotein
~ Integrin (dtstik afiniteli
Integrin
N PECANA
(co31)

v

\ - (ytiksek afiniteli)

P-selektin E-selektin ¢ [} Integrin ligand
o\o Proteoglikan (ICAM-1)
aé
b dq?
Kemokinler »
Sitokinler Makrofaj
(TNF, IL4) Fibrin ve fibronektin <
(ekstraselliler matriks)

Sekil4: Lékositler ve endotel hiicreleri arasinda yapisma molekiillerinin araci  oldugu iliski (31)
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I/R hasarinda PNML’in rolii ile ilgili baz1 mekanizmalar ileri
striilmiistiir (61). Bunlar:
-Mikrovaskuler okltzyon
-Serbest oksijen radikallerinin salinmasi
-Vaskiiler permeabilite artisi
-Sitokin saliniminda artis
Lokosit gocunde birgok tutunma molekull rol oynamaktadir
(47,48).

Selektinler: Hiicre zari protein olup, adezyonun baslangic
asamasinda rol oynamaktadir. Lokositlerin, doku hasar1 olan alanda
endotel hiicrelerine zayif¢a baglanmasini saglar ve bu sayede
l6kositlerin endotel hiicreleri boyunca akisinin hizini azaltirlar. E, P, L
olmak lizere ii¢ alt tipi mevcuttur. I/R durumunda, endotelde P-selektin
ekspresyonu artar ve bunun aracilifiyla 16kosit, endotel baglantisi

olusur.

Integrinler: Lokositlerin endotel hiicrelerine kuvvetli
baglanmasini saglar. Lokositlerin damar duvarinda mevcut normal
akim varliginda bile hareketsiz olarak durabilmesini
saglayabilmektedirler. Birgok alt tipi mevcuttur (81, B2, VLA-4, B7, o
4B7...). Lokositler Beta-2 integrinler ile endotelyal intraselller
adezyon molekili-1 ile etkilesimi sonucu kuvvetli baglanma ve

agregasyon gerceklesir.

Immiinoglobulinler benzeri siiper aile: Bircok subgrubu
mevcuttur (ICAM-1, 13 ICAM-2, ICAM-3, VCAM-1, PECAM-1, CD-
31). Giglii baglar kurarak 16kositlerin damar liimeninden intersitisyel

alana geciste gorev alirlar. PECAM-1 bu asamada kullanilir.
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2.3.3. Serbest Oksijen Radikallerinin Roll

Serbest oksijen radikalleri eslenmemis elektrona sahip, ileri
dizeyde reaktif ve stabil olmayan, kisa Omiirlii molekiillerdir. Bu
molekiiller  hiicrelerin  aerobik = metabolizmasinda  oksijenin
indirgenmesiyle ile ara Urlin olarak olusur. SOR’lar normal sartlarda
metabolik ara iirin olarak olusumlar diisik miktardadir. Ve farkli
enzimatik sureglerle kolayca vicutta inaktif hale getirilirler. Ayrica
hicrenin  mitokondriyal enerji metabolizmasinda, prostaglandin
sentezinde, fagositozda, ksenobiyotiklerin temizlenmesinde gdrev
alirlar (58,62-63). Ug temel tip serbest oksijen radikali mevcuttur.
Stiperoksit (O2-), hidrojen peroksit (H202), hidroksil radikali (OH-
)’tir.

SOR’lar, 0©zel enzimlerin katalize ettigi reaksiyonlarla

birbirlerine doniiserek organizmada denge halinde bulunurlar (Sekil 5).

02
Mitokondri
/ SERBEST OKSIJEN
\ RADIKALLERININ
Inkomplet oLugumu
indirgenme
4} Feqton
Reperfiizyon = ksiy
hasar Oé > | HoOp | s====>| OH" Serbest
oksijen
Siiperoksit Hidrojen Hidroksil radikalleri
peroksit radikali J
SOR'NIN PATOLOJIK ETKILERI: SERBEST RADIKALLERIN TEMIZLENMESI
HUCRE HASARI VE OLUMOU Antioksidan mekanizmalar:
e Ya§ asitleri e Oksidasyon e e  SOD (mitokondride) 05 - H202
lipit peroksidazian
iretimi == plazma memran ve ® Glutatyon peroksidaz  OH"=> H50,
organellerinin pargalanmasi (mitokondride)

* Proteinler —» oksidasyon —» enzimatik
aktivite kaybi,

anormal katianma ¢ dstalaz H202 =>H20 + Oy

(peroksizomlarda)

¢ DNA —p oksidasyon--» mutasyonlar,
kiriimalar

Sekil 5: SOR’lerinin olusumu ve temizlenmesi (16)
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2.3.3.1 Superoksit Radikali

Normal sartlar altinda, ATP yikim {iirtinii olan hipoksantin,
ksantin dehidrogenaz enzimi ile ksantine oksitlenir. Ancak iskemi
olusan bir hiicrede ksantin dehidrogenaz, ksantin oksidaza
doniistirilir. Ksantin dehidrogenaz (KDH) substrati nikotinamid
adenin dindkleotiti (NAD) iken ksantin oksidaz(KO) substrati
oksijendir. Iskemi sirasinda KDH déniistiigii i¢in hipoksantin ksantine
doniistiiriilemez ve dokuda fazlaca hipoksantin birikir. Eger dokuda
reperflizyon saglanabilirse, dokuya gelen oksijen yiksek miktardaki
hipoksantinin, ksantin oksidaz enzimi ile parcalanmasina yol agar. Bu
enzimatik reaksiyon sonucu da siiperoksit adli radikal {iretimi
gerceklesmis olur (64, 65). Siiperoksit radikali organizmada en sik
meydana gelen serbest oksije radikalidir. Iskemi siiresi uzadikca,
ATP pargalanmasi ve hipoksantin olusumu dolayistyla da reperfiizyon
sirasinda lretilecek olan siiperoksit radikalinin de miktar1 da artmig

olur.

Stiperoksit radikali genellikle reaktivitesi diigiik olmakla
birlikte geg¢is metal iyonlar1 ile reaksiyona girerek hidroksil radikali

olusturabilmektedir (66) (Sekil 5).

2.3.3.2. Hidrojen Peroksit

Slperoksit radikalinin stiperoksit dismutaz enzimi (SOD) ile
reaksiyona girmesiyle olugmaktadir. Biyolojik zarlar1 kolayca
gecebilen Ozellikte olmakla birlikte herhangi bir eslesmemis elektron

icermediginden radikal niteligi tasimaz.
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Hidrojen  peroksit’in  serbest radikal alt bashiginda
incelememizin nedeni; ortamda bakir (Cu), demir (Fe) gibi metal
iyonlar1 varliginda glclu bir radikal olan hidroksil radikaline
donitisebilmesidir (66,68) (Sekil 5).

2.3.3.3. Hidroksil Radikali

Tanimlanan reaktif oksijen tiirleri arasinda en gucli ve en
reaktif radikaldir. Yarilanma omriiniin olduk¢a kisadir ve bu sebeple
nerde olustuysa alanda ve ¢evresinde etki gosterir. Bu radikal hiicrede
mevcut tim molekilleri hasarlayabilecek 0Ozelliktedir. Proteinlerde
denattrasyon, fonksiyonel bozukluk meydana getirebilirler. Hucre
membranindaki yag asitleri ile reaksiyonlart sonucu lipid
peroksidasyonuna, hiicre membran yapisinda bozukluga ve sonucta

hicre 6limiine neden olabilirler (66-68).

SOR’lar farkli pek ¢cok mekanizma ile doku hasarina sebep
olurlar. Potent oksitleyici ve redikte edici ajan olmalarindan kaynakl
lipit peroksidasyonu ile hicre membraninda direkt hasar olustururlar
(64, 69). Ayrica arasidonik asit olusumunu saglayan plazma membran
fosfolipaz A Uretimini etkileyerek eikozanoidlerin Gretimini de artirmig
olur. Artan eikozanoidler de l6kosit aktivasyonu ve kemotaksisini
arttirilar (69). Ayrica NF-xB ve aktivator protein 1 (AP-1) gibi
transkripsiyon faktorlerini de uyararak I6kosit adezyon molekull ve

sitokin gen ekspresyonunu artirirlar (69).
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2.3.4. Kompleman Sistemi

Kompleman sistemi plazmada inaktif olan enzim ve
molekullerin  asamali  antijen-antikor ~ kompleksleri, yabanci
mikroorganizmalar vb. yapilarla aktive oldugu bir prosestir. Bu
molekdller veya enzimler 3 farkli yolakla etkileserek siddetli bir
inflamatuar cevap olusturabilmektedir. Klasik yol, lektin yolu ve

alternatif yolu olmak tizere ti¢ ayr1 sekilde aktive edilebilirler.

Iskemi reperfiizyon hasarinda kompleman sisteminin etkisi tam
olarak  aciklanamamistir. Bu sistemin aktivasyonu sonrasi
proinflamatuar molekiller meydana gelir. Bu molekiller C3a, Cbha,
iC3b ve C5b-9’dur. C3a ve Cba anaflatoksindirler ve lokosit
aktivasyonunda rol oynarlar. C5a I6kosit aktivasyonu ve komataksise
ilaveten makrofaj inflamatuar protein-la(MIP-1a), makrofaj
inflamatuar protein-1b(MIP-1b) ve makrofaj inflamatuar protein-
2(MIP-2), monosit kemoatraktan protein-1(MCP-1), TNF-a, IL-1 ve
IL-6 sentezlerinin indiikleyerek inflamatuar yaniti amplifiye eder.
Kompleman sistemi Vaskdler hicre adhezyon molekuli 1 (VCAM-1)
Interseliiler adhezyon molekiilii 1 (ICAM-1) E-selektin ve P-selektin
olmak uzere 4dort 16kosit adezyon molekiiliiniin iiretimini uyarir(107).
C5b9 endotelde IL-1a, IL-8 ve MCP-1 molekiillerinin salintmini
uyararak 16kosit aktivasyonu ve kemotaksisi artisa yol acar. Ayrica
endotel bagimli vazodilatasyonu inhibe ederek ve endotelde siklik

guanozin monofosfati azaltarak vaskiiler tonusu bozabilmektedir (108-
109).
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2.4. lIskelet Kasinda Iskemi Rereperfiizyon Hasarimn

Fizyopatolojisi

Ekstremitede I/R hasarmin en hayati bolimiinii iskelet kasi
olusturur(1). Fizyolojik ve anatomik ¢alismalar postiskemik 3. saatte
geri doniistimsiizkas harabiyeti olustugunu, 6. saatte de takriben
%97’lik fonksiyonel doku kaybmin meydana geldigini gostermistir
(71). Kas dokusu iskemik donemde mevcut glikojen ve kreatin fosfat
depolarini kullanarak iskemiyi tolere eder. Ancak iskmenin devamliligi
dokuda enerji depolarinin tiikenmesi, ATP olusturulamamas1 ve kas
nekrozuna yol acar. iskeminin 6 saat devam etmesi ATP deposunda
%80 azalma ve kas dokusunun timiine yayilan nekroza yol agar (72).

Kas lifleri, igerdikleri myoglobin miktarma bagli olarak,
kirmiz1 (tip 1) ve beyaz (tip 2) olarak Klasifiye edilir. Kaslarin
cogunlugu her iki tip lifi de icermekle birlikte biri daha fazla oranda
bulunur. Tip 1 (yavas kasilan) lifler enerji Uretiminde aerobik
metabolizma, tip 2 (hizh kasilan) liflerde enerji Gretiminde anaerobik
metabolizma baskindir. Bu sebeple kaslarda iskemiye duyarlilikta farkl
olabilmektedir (1). iskemi siresi ve etkilenen kastaki lif tipi iskeminin
olusturdugu hasarda etkili olmakla birlikte, kasin viicuttaki yerlesimi
de olusan hasarda etkilidir. Ornegin, distalde olusan hizli soguma
sebebiyle, proksimal ekstremite kas dokusu, distal kas dokusuna gore

iskemiye daha duyarlidir(1).

2.5. Lipid Peroksidasyonu ve Malondialdehit

Serbest radikallerin hiicrede baslamasina yol actigi en 6énemli
ve zararli olay lipid peroksidasyonudur. Coklu doymamis yag

asitlerinin oksidatif olarak pargalanmasina lipit peroksidasyonu denir.
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Lipid peroksidasyonun baslatici mekanizmasi organizmada
olusan kuvvetli yiikseltgen bir radikalin hiicre zarindaki ¢oklu
doymamis yag asidi zincirindeki alfa metilen gruplarindan bir hidrojen
atomunu uzaklastirmasidir. in vivo sartlarda bu siiperoksit radikali ile

hidroksil radikalinin oldugu kabul edilir.

Yag asidi zincirinden bir hidrojen atomunun uzaklastiriimast ile
yag asidi zinciri radikale doniigiir. Bundan sonra olusan radikal alkil
radikali olup dayaniksiz bir tirevdir ve bir dizi degisiklik gegirir.
Ozellikle molekiil ici ¢ift bag aktarimi ile dien konjugatlari ve
sonrasinda lipid radikalinin molekiler oksijenle reaksiyonu sonucu
lipid peroksi radikali (LOO-) meydana gelir. Lipid peroksi radikali
hiicre membranindaki diger ¢oklu doymamis yag asitlerini de etkiler ;
hidroperoksit (ROOH) ve yeni bir alkil radikali olusturur. Lipid
peroksidasyonu, lipid hidroksiperoksitlerinin aldehit ve diger karbonil
bilesikleri ile etkilesmesi sonucu etan, pentan gibi ucucu gazlara
dontigiir. Yani ya hicre duzeyinde metabolize olurlar ya da zararh
etkileri ¢evre hiicrelerede yayilir (19,29,73,75). Lipid peroksidasyonu
hiicre zarinda akiciligin kaybina, membran potansiyelinde azalmaya,
hidrojen ve diger iyonlara karsi gegirgenligin artisina, boylelikle
hlcrede hasara ve hiicre igeriginin serbestlesmesine sebebiyet verir. Ek
olarak lipid peroksidasyonunun son drinlerinden biri  olan
malondialdehit (MDA) hiicre zar1 yapisindaki bilesenlerin
polimerizasyonuna ve ¢apraz bag yapmalarina  Sebebiyet
verebilmektedir. Boylelikle, hicre yizeyinin durumunu, enzim
aktivitesini, iyon transportunu etkileyebilir. MDA lipid peroksidayon
gostergesi olarak kabul edilmektedir (29, 74-75).
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2.6. Antioksidanlar

Organizmada farkli enzimatik reaksiyonlarla siirekli bir serbest
oksijen radikali olusumu vardir. Ancak olusan radikallerin zararh

etkilerini ortadan kaldirabilecek antioksidan sistemler de mevcuttur.

Bu sebeple organizmada uretilen serbest radikaller istenmeyen bir
hasara yol agmaz (111). Organizmada oksidan ve antioksidan sistemler
denge halinde olmalidir. Serbest radikallerde artis olup bunun
antioksidan sistemlerle dengelenememesi durumunda oksidatif stres
dolayisiyla oksidatif hasar ortaya ¢ikabilmektedir (29). Antioksidanlar
serbest radikal olusumunu engellemek, olusan radikali etkisiz hale
getirmek, oksidatif hasar olusumunu engellemek, hasarlanmis yapilari
tamir etmek vb. etkilere sahiptir (112). Organizmamizda birgok
antioksidan enzim ve molekiil mevcuttur. Baslica enzimler; siiperoksit

dizmutaz, katalaz,glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz’dir (20) .

2.6.1. Stperoksit Dismutaz (SOD)

SOD, 02 ’nun hidrojen peroksit ve molekiler oksijene
doniisiimiinii katalize etmektedir. Organizmada oksidatif stres olustugu
zaman ilk savunma mekanizmasini olusturur ve enzim aktivitesini

arttirir. Aerobik tim hicrelerde mevcuttur(110).

2.6.2. Katalaz

Hiicre i¢inde yogun sekilde peroksizomlaarin i¢inde yer alir ve
yapisinda dort adet hem grubu igerir. Hidrojen peroksitin suya ve
oksijene doniisiimiinii katalize eden enzimdir. Bdylece hidroksil

radikallerine doniisiimii engellemis olur (114)
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2.6.3. Glutatyon Peroksidaz(GPO)

Hiicre i¢inde yer alir ve yapisinda selenosistein bulunmaktadir.
Hidrojen peroksit ve organik hiicre i¢i enzim olup aktif merkezinde
selenosistein icerir. Hidrojen peroksit ve lipid hidroperoksitlerini
hiicrede zararsiz hale getirilmesinde rol alir ve bdylece hiicre zarinin
hasar gormesini engeller (115). Eritrositlerde bulunan en etkili

antioksidan enzimdir (116).

2.6.4. Glutatyon RedUktaz

Yapisinda selenyum bulunduran bu enzim, ,ylikseltgenmis
glutatyonu NADPH varliginda indirgenmis glutatyona doniistiiriir. Bu
yolla hiicreleri oksidatif hasara kars1 korur (115-117).

Vicutta antioksidan olarak bulunup enzim islevi olamayan
baslica maddeler; vitamin C, iirik asit, glukoz, sistein, vitamin E, beta
karoten, bilirubin, ubikinol ve flavanoidlerdir. Ayrica metal iyonlarini
baglayarak antioksidan etkinlik gdsteren diger molekiiller; ferritin,

transferin, haptoglobin, hemopeksin, seruloplazmin ve albimindir (20).

2.7. MESNA (2-MERKAPTOETAN SODYUM SULFONAT)

Mesna bir tiyol birlesigidir. Farmakokinetik olarak rat izerine
yapilan caligmalarda intravendz uygulamada Mesna periferik kanda
hizla metabolit mesna disiilfide(dimesna) oksitlenir. Mesna ve dimesna
barsaktan emilir, burda dimesna rediiksiyona ugrar ve degismeden

hepatik damarlardan gecer.
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Bobreklerde dimesna glomertler filtrasyona tabi tutulur ve
ardindan tekrar emilir. Renal tiibliler epitelyumda glomeriiler
filtrasyona ugrayan dimesna’nin  %30-50 si mesna ya indirgenir.
Mesna daha sonra tiibiiler liimene ve dolayisiyla idrara geri atilir.
Boylece dimesna hem barsak hem de bobrek epitel hicrelerinde aktif
tiyol formuna indirgenir. Bu indirgeme mekanizmast muhtemelen

glutatyon rediiktaz ve tiyol transferaz enzimlerini araciligiyla olur(85).

Genel kullanim alanlari;; solunum yolu hastaliklarinda
mukolitik, otolojik-nérolojik ameliyatlarda kimyasal diseksiyon araci
ve bazi kemoterapatiklere bagli gelisen hemorajik sistit tedavisidir (81-
84). Mesna sitoprotektif bir etki gosterir. Bunu da iofosfamid ve
siklofosfamidin yikim {irlinlerine baglanarak, daha az zararl triinler

olusturarak saglar (83).

Mesna siilfidril gruplar1 iizerinden olusturdugu etki ile
potansiyel serbest radikal temizleyicisidir (86). Bu da barsak, karaciger,
kolon, over, pankreas ve akciger gibi bir¢ok farkli organda SOR ilisgkili
doku toksistesinin aza indirildiginin deneysel olarak gosterilmesine
dayandirilarak One surilmektedir (87-92). Ayrica hidrojen peroksid
uretimi Uzerindeki direkt supresif etkisi sebebi ile tiyol iceren Mesna,
oksidatif yaralanmalarda serbest radikallerin toksik etkilerini
sinirlayabilmektedir. Dolayisi ile antioksidan olarak degerlendirilebilir
(91,122).
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3.GEREC ve YONTEM

Bu tez calismasi, Dicle Universitesi Rektorliigii Deney
Hayvanlar1 Etik Kurul Bagkanligimin 2021/24 protokol numarali
calismasi olarak onay alindi, Dicle Universitesi Deneysel Arastirmalari
Merkezinde uygulandi. Calismamizda agirliklar1 200-250 gram olan 24
tane Wistar Albino cinsi erkek sican deneyde kullanildi. Siganlar uygun
kafeslerde, 21+2 C° sicaklikta ve 12 saat karanlik - 12 saat aydinlik
ortamin saglandigi sartlarda barindirildi. Deneklerin  beslenme
ihtiyaglari, standart laboratuvar yemi ve su verilerekdizenli olarak
karstlandi. Cerrahi islemlerimin hepsi % 10°luk ketamin HCI (50 mg/kg)
ve ksilazin HCI (10 mg/kg) anestezisi ve steril sartlar altinda, ayni
cerrah tarafindan yapildi. Deney siresince herhangi bir deney havani

kayb1 yaganmadi.

3.1 Mesna Uygulanmasi

Uromitexan 400 mg/ml intravendz enjeksiyonluk ¢ozelti iceren
ampul Baxter Ocology GmbH lisansli EIP Eczacibasi ilag Pazarlama
A.S. tarafindan saglandi(Sekil 6). 30 °C altinda muhafaza edildi.
Iskemiden 15 dakika, reperfiizyondan hemen énce olmak (zere

150mg/kg dozda olmak iizere intraperitoneal yolla iki defa uygulandi.

Sekil 6: Uromitexan
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3.2 DENEKLERIN GRUPLANDIRILMASI

Ratlar, esit sayida (n=8) ve rastgele (i¢ gruptan birine dahil edildi.

Kontrol Grubu: Herhangi bir islem uygulanmadi.

Iskemi-reperfiizyon grubu: Sol alt ekstremiteye iskemiden
15 dk ve reperfizyondan hemen o©nce olmak Uzere iki defa
intraperitoneal olarak SF yapildi.

Iskemi reperfiizyon+Mesna grubu: Sol alt ekstremiteye
iskemiden 15 dk ve reperflizyondan hemen dnce olmak (zere iki defa

intraperitoneal olarak 150mg/kg Mesna yapildi.

3.3. Cerrahi Teknik

3.3.1 Alt Ekstremite Iskemi / Reperfiizyon Modeli

Literatlirde yer alan alt extremite reperfizyon modeli baz
alinarak caligmaya baglandi. Kontrol grubuna herhangi bir islem
uygulanmadi. I/R ve I/R+Mesna gruplarina 4 saat iskemi sonrasi 4 saat
reperfiizyon uygulandi. I/R tamamlandiktan sonra tiim ratlarin sag taraf
gastrokinemius kaslarindan histopatolojik ve biyokimyasal inceleme
icin doku Ornegi alind1. Denekler derin anestezi altinda intrakardiyak

kan alinarak sakrifiye edildi.

3.3.2. Iskemi-Reperfiizyon

Sicanlarin sag arka bacaklarma iskemi uygulamak amaciyla
kalca eklemi hizasinda 2,0 mm kalinliginda ip ile turnike yapildi. Sol alt
ekstremiteye turnike uygulanmadan satiirasyon probu yerlestirilerek

satlirasyon Olculdu (Sekil 7).
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Iskemi olusturulan sag bacakta satiirasyon kontrolii yapildi
(Sekil 8). Iskemi siiresince alt ekstremitede gittikge artan morarama

izlendi (Sekil 9). Dort saatlik iskemi suresi sonunda turnike makas

yardimiyla kesildi ve reperfiizyon evresi baslatildi.

Sekil 7: Satlirasyon probu ile iskemi uygulanmayan bacakta satlirasyon él¢ciimi

Sekil 8: Satiirasyon probu ile iskemi uygulanan bacakta sattirasyon él¢imu
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Sekil 9: Turnike uygulamasi sebebiyle alt ekstremitede olugsan morarma

3.3.3. Doku Orneklemesi

Dorder saatlik iskemi reperflizyon dongilerinin sonunda
tiim ratlar derin anestezi altinda intrakardiyak kan alinarak sakrifiye
edildi. Tim ratlarin sag taraf gastrokinemius kast incelenme igin
diseke edildi (Sekil 10). Daha sonra eskize edildi. Alinan doku
ornekleri histopatolojik ve biyokimyasal incelemeler igin pargalara
bolindu (Sekil 11).
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Sekil 10:Doku 6rneklemesi sonras1 gastrokinemius kasinin diseke edilmis hali

Sekil 11: Doku 6rneklemesi icin gastrokinemius kasimnin eksize edilmis hali
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3.4. Histopatolojik Degerlendirme

Kontrol grubu(grupl), I/R uygulanan grup (grup 2) ve I/R
uygulanip iki defal Mesna uygulanan grup (grup 3) her biri i¢in 8’er
sigan kullanildi.  Gastrokinemius kaslarindan alinan Grnekler
histopatolojik inceleme i¢in %10’luk tamponlu formaldehite konularak
tespit edildi. Tespit edilen dokular standart 1sitk mikroskobu takip
yonteminden gegirilerek parafin  bloklar olusturuldu. Parafin
bloklardaki drneklerden mikrotom ile 5-pum kalinlikta kesitler alindi ve
her drnek hematoksilen—eozin (HE) boyasi ile boyandi. HE boyali
kesitler 151k mikroskobunda histopatolojik olarak degerlendirildi. Her
ornekte 5 seri kesit incelendi. Tum patolojik incelemeler, kesitlerin
hangi gruba ait oldugu bildirilmeden tek bir patolog tarafindan kor

olarak yapildi.

Preparatlar 151k mikroskobu altinda  dejeneratif bulgular1
skorlamak icin (0-4 puanlama) incelendi( Tablo 1). Ayrica bu seri
kesitlerin herbirinin rastgele 5 ayr1 alaninda PNML sayis1 sayilarak
topland1 ve ortalamasi alindi. Dejeneratif bulgular;

-ekstravaze eritrosit varligi

-enine ¢izgilenme kayb1

-¢ekirdegin merkeze gocii

-kas liflerinde ayrilma

-bag dokusu artis1

-interseliiler ve interfasikiiler 6dem varlig1

-inflamatuar hiicre sayisi(PNML)

Dejeneratif  bulgularin  degerlendirilmesinde  kullanilan
skorlama:
0= dejeneratif bulgu yok
1= az dizeyde dejeneratif bulgu

2= orta diizeyde dejeneratif bulgu
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3= orta-c¢ok diizeyde dejeneratif bulgu
4= yiiksek dizeyde dejeneratif bulgu

Tablol: Dejeneratif bulgularin  degerlendirilmesinde kullanilan tablo

Bulguyok | Az Ota | Orta-gok | Yiiksek

Ekstravaze enitrosit varhgr | ( gl 4
Enine cizgilenme kaybi 0 gl 1 4
Cekrdegm merkeze goci {0 gl 8 4
Kas liflorinde ayrilma 0 gl 4
Bag doku arts 0 H /A R I
Infrseliler ve nferfaskiler | 0 gl 1 4
Gdem varlig)

Cekirdeklerin merkeze gociin degerlendirilirken her hayvan
icin beser tane preparat izerinde buttin alanlar degerlendirildi (Tablo
2). Merkeze gé¢ eden kas hiicresi ¢ekirdegi hi¢ 0 ( bulgu yok), 1-3
arahiginda cekirdek izlendiyse +1 (az) , 4-7 araliginda cekirdek
izlendiyse +2 (orta), 8-10 araliginda ¢ekirdek izlendiyse +3 (orta-
¢ok), 10 taneden fazla gekirdek izlendiyse +4 (yiksek) olarak
puanlandirildi. Daha sonra bu skorlar istatistiksel olarak anlamlilik

ifade edip, etmedigi program araciligiyla degerlendirildi.
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Tablo 2: Cekirdegin merkeze goglinii gosteren tablo

Bulguyok | Az Orta | Orta- Cok | Yitksek

(0) | (1) ] (2) | (H3) | (+4)

Merkeze giic eden
kas hiicrest gekirdeg 0 13 47 §10 | >10
say1st

3.5. Biyokimyasal Degerlendirme

Biyokimyasal analiz i¢in alinan rat deri dokular1 %10 (w/v)
olacak sekilde pH 7.4 fosfat tamponu icinde homojenizatorle
homojenize edildi. Homojenizasyon sonrasi 6rnekler 10.000 g* de 10
dakika santrifuj edildi. Slpernatanttan,Sunred marka Rat MDA ve
MPO Elisa Kitleri ile malondialdehit (MDA) ve miyeloperoksdaz
(MPQ) diizeyleri tayin edildi. Sonuglar MDA da, nmol/mg protein
(mg/ml ve MPO’da pg/ml cinsinden belirlendi

3.6. Istatiksel Degerlendirme

Calismamizda, ii¢ grup olusturulmus ve bu gruplarda histopatolojik ve
biyokimyasal parametreler kiyaslanmistir. Biyokimyasal olarak doku
MPA ve MPO enzimleri, histopatolojik olarak kas dokusunun
dejenerasyon bulgulart  karsilagtirilmistir.  Bagimsiz  gruplarin
karsilastirllmas1 amaciyla denek sayisi géz Oniinde bulundurularak
normallik testleri uygulanmaksizin parametrik olmayan Tek Yonlii
Varyans Analizi (Kruskal Wallis) uygulanmistir. Sonuclar ilgili
tablolarda ortalamazst. Sapma ve ortanca (minimum — maksimum)
kullanilarak 6zetlenmistir. Olusturulan tablolarda istatistiksel olarak,
p<0,05 seviyesinde anlamlilik ifade edilmistir. Analizlerin
gergeklestirilmesi amaciyla SPSS 15.0 paket programi kullanilmis ve

istatistiksel anlamlilik sinir1 olarak p<<0.05 kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Histopatolojik Bulgular

Kas dokularinda dejeneratif bulgular degerlendirildi ve
skorlamalar1 yapildi. Deneklerin dejeneratif histoloji skorlarinda ayri
ayr1 aldiklar1 puanlar Tablo 4.1°de gosterilmistir. Dejeneratif histoloji

skorlari en yiiksek I/R grubunda dl¢iilmiistiir.

Kontrol grubuna herhangi bir islem uygulanmadi ve bu grubun
kas kesitlerinde, kas liflerinin longitudinal ve diizgiin sekilde seyrettigi,
bag doku alanlarindaki kollajen lif dagiliminin diizenli oldugu , ¢izgili
kas c¢ekirdeklerinin kas lifinin periferinde ve cok sayida oldugu
gozlendi. Kas liflerinde enine ¢izgilenmelerin (A ve I bandlar1) belirgin

oldugu goézlendi (Sekil 12).

I/R grubunda ;transversal ve longitudinal kas kesitlerinde, kas
liflerinde dejenerasyon, bag doku alaninda ~ yogun fibrozis ve pmnl ,
artmig 6dem, vaskiiler konjesyon ve dilatasyon , damar endotelinde

bazal membran kalinlig1 dikkati ¢ekti (Sekil 13).

[/R ve Mesna uygulanan grupta; grubu transversal kas
kesitlerinde, kas liflerinin normale yakin goriinlimde ve dizilimde
oldugu, cekirdeklerin kas liflerinin periferinde ve ¢ok sayida oldugu
gozlendi . Vaskiiler konjesyon ve dilatasyonda , pmnl sayisinda , 6dem

ve fibrozis yogunlugunda azalma izlendi (Sekil 14).
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Sekil 12: Gastroknemius Kas1 HE Kesitleri: Kontrol grubu: Kontrol grubu kas
kesitlerinde, kas liflerinin longitudinal ve diizgiin sekilde seyrettigi (¢izgi), bag doku
alanlarindaki kollajen lif dagiliminin diizenli oldugu (siyah yildiz), ¢izgili kas
¢ekirdeklerinin kas lifinin periferinde ve ¢ok sayida oldugu (siyah ok) gozlendi. Kas
liflerinde enine ¢izgilenmelerin (A ve I bandlari) belirgin oldugu gozlendi (sari

cizgiler).

Sekil 13: Gastroknemius Kas1 HE Kesitleri-iskemi reperfiizyon grubu: iskemi
reperflizyon grubu transversal ve longitudinal kas Kkesitlerinde, kas liflerinde
dejenerasyon (siyah ok), bag doku alaninda yogun fibrozis (siyah yildiz) ve pmnl
(mavi ok), artmis 6dem (beyaz ok), vaskiiler konjesyon ve dilatasyon (kirmizi yildiz),
damar endotelinde bazal membran kalinlig: (kirmiz1 ok) dikkati ¢ekti.
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Sekil 14: IR+Mesna grubu transversal kas kesitlerinde, kas liflerinin normale yakin
goriiniimde ve dizilimde oldugu, ¢ekirdeklerin kas liflerinin periferinde ve ¢ok sayida
oldugu gozlendi (siyah ok). Vaskiiler konjesyon ve dilatasyonda (kirmizi yildiz),
pmnl sayisinda (mavi ok), 6dem (beyaz yildiz) ve fibrozis yogunlugunda (siyah
yildiz) azalma izlendi.

Kontrol grubu ile I/R ve I/R+Mesna gruplarinda ekstravaze
eritrosit varligi, enine ¢izgilenme kaybi, cekirdegin merkeze gogii, kas
liflerinde ayrilma, bag doku artisi, interseliiler/interfasikiiler 6dem ve
pnml sayisi istatiksel olarak farkli olmasina ragmen, IR ve IR+Mesna
grubu istatiksel olarak aynidir. Sonug olarak histolojik olarak ve sayisal
Olciimlerde Mesna uygulanan grubun dejeneratif degerlerde diisme

sagladigi halde bunun istatiksel olarak anlamli diizeyde olmadigi

bulunmustur (Tablo 3) (Sekil 15).

Tablo3: Histopatolojik skorlarin grupara gore ortalamalar1 ve istatiksel analizi.

Kontrol IR IR+Mesna p

Extavaze eritrosit varhigi 0(0- 2,05(1,3-

0,000 0)° [3,04+0,72 3,1(2-4)°(1,96t0,5 2,6)>  |<0,001
Enine gizgilenme kaybi 0(0- 2,35(1- 1,8(1,5-

0,0+0,0 0)* [2,35+1,11 4)° 1,95+0,41 2,5)° <0,001
Cekirdegi merkeze gogii 0(0- 1,8(0,8- 0,75(0,3-

0,0+0,0 0)* [2,08+0,88 3,6)° 1,23+0,97 2,7)° <0,001
Kas liflerinde ayrilma 0(0- 2,5(1,5- 1,55(0,4-

0,0+0,0 0)* [2,51+0,71 3,6)° 1,35+0,56 2)® <0,001
Bag doku artigi 0(0- 2,9(2,5- 2,3(1,3-

0,0+0,0 0)* [2,98+0,49 3,8) 2,19+0,7 3)° <0,001
interselliiler/interfasikiiler 0(0- 3,3(1,3- 2,85(2,5-

0,0+0,0 0)* [3,11+0,89 4)° 2,84+0,26 3,2)° [<0,001
pmnl 0(0- 63,5(44- 50(38-

0,000 0)° [65,75+18,2493)>  [52,25+12,19 76)° <0,001

33



EOEEEE
Soxomm

arlign
ne
nterselliler/interfasikaler dem artisi
3 I i
2 i
| *

Kontrol Iskemi perfuzyon Mesna+iskemi perfuzyon

Sekil 15: Histopatolojik dejeneratif bulgularin sema olarak gosterimi

4.2. Doku Malondialdehit (MDA) ve Miyeloperoksidaz

(MPO) Duzeyleri

MDA ve MPO degiskenleri bagimsiz 3 grup (Mesna+iskemi
Perfiizyon, Kontrol ve iskemi Perfiizyon) arasinda Kruskal Wallis testi
ile karsilagtirilmistir.  Sonu¢ olarak bu {i¢ grup ortancalar

(medyan)arasinda  istatistiksel olarak anlamli  bir  farklilik

bulunmamustir (sirasiyla p; 0.860 ve 0.539) (tablo4) (Sekil 16,17).

Tablo4: MDA ve MPO Diizeylerinin Karsilastiriimali Dagilimi. Kontrol ve deney
gruplar1 arasinda MDA enzimi (p=0860) ve MPO enzimi(p=0,539) agisindan
anlamli bir fark bulunamadi.
MDA MPO
Median (Min.- Median (Min.-
MeaniS.Dev. Max.) MeaniS.Dev. Max.)
Mesna+iskemi

Perfiizyon 1.1240.37 1.03(0.7-1.84) 5.97-1.19 5.52(4.99-7.93)
1.27(0.71- 6.05(5.29-

Kontrol 1.2+0.35 1.68) 6.18-0.91 7.76)

iskemi 1.15(0.82- 5.62(4.64-

Perflizyon 1.14+0.24 1.48) 5.67-0.8 6.74)

p 0.860 0.539
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Mesna-+iskemi Perfizyon Kontrol Iskemi Perfizyon

Sekil 16: MDA Diizeylerinin Kargilagtirmali Dagilimi.

Kontrol ve deney gruplart arasinda istatiksel olarak farklilik
izlenmedi(p=860).

MPO
8

Mesna+iskemi Perfuzyon Kontrol Iskemi Perfuzyon

Sekil 17:MPO Diizeylerinin Karsilastirmali Dagilima.

Kontrol ve deney gruplar1 arasinda istatiksel olarak farklilik

izlenmedi(p=0,539).
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5. TARTISMA

Herhangi bir doku veya organda dolasimin azalmasi veya
tamamen kesilmesi sonucu dokuda veya organda yeterli kan akiminin
saglanamamasi ve hipoksi olusmasi iskemi olarak tanimlanir. Iskemi
sonucu ortamda toksik metabolit artmaya baglamakta ve bu olay hiicre
6lumine yol acabilmektedir. Kan akimmin iskemik dokuda tekrar
saglanmasi paradoksal olarak iskeminin yarattigi hasara gére cok daha

ciddi bir hasara sebebiyet verir (3).

Iskemi reperfiizyon hasar1 lokal olarak kalmayip sistemik etKi
edebilmektedir. Viicutta yaygin hiicre harabiyetine sebep olup ¢oklu
organ yetmezligine ilerleyen tablolar olusturabilmektedir. Viicuttaki bu
yikim siireci 16kosit migrasyonu, mikrosirkiilasyondaki diizensizlikler,
serbest oksijen radikallerinin artmasi, endotelyal hasar ve kompleman
sisteminin uyarilmasi gibi bir ¢ok mekanizma 6ne stiriilmektedir(53-
69)

Reperflizyon sonrasi olusan hasarda, hiicreye ulasan oksijen
molekullerinin serbest oksijen radikallerine (SOR) doniisiimii 6nemli
bir yere sahiptir (4). Calismalar SOR’lerinin nétrofillerin postiskemik
dokuya aliniminda rol aldigin1 ancak ayni zamanda aktive nétrofillerin
potansiyel bir SOR kaynagi oldugunu da 6ne stirmiistiir(35,101) Arato
ve ark.larinin alt extremite izerinde yaptiklart ¢alismada
revaskiilarizasyon yapildiktan sonra erken donemde SOR’lerinin ciddi
miktarda arttigin1 gostermislerdir(63). SOR’leri potent oksitleyici ve
rediikte edici Ozellikleri sebebi ile lipit peroksidasyonuna sebep olarak
direkt hiicre zarina hasar verirler (68-69). Ayrica mezensial hiicreler
ve notrofiller kemotaktik faktorler salgilayarak hasarli alana nétrofil
migrasyonuna sebeb olur. Caligsmalarda mezensial hiicreler ve notrofil
salmimina yol acan kemotaktik faktorler(IL-8 gibi) dokuya notrofil
migrasyonuna,notrofil aktivasyonuna ve bdylelikle daha fazla doku

hasarina yol agtig1 gosterilmistir (102,103).
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Iskelet kas1 iskemiye duyarlilig1 ile bilinen bir dokudur ve kritik
iskemi siresi 2.5-4 saat olarak tespit edilmistir (37,93,94). Kritik
iskemi siiresi; iskemi baslangicindan, hiirede kalici hasar olugsmaya
basladig1 evreye kadar gecen siire olarak tanimlanir (95). Iskelet kasi
icin farkli arastirmalarda farkli kritik iskemi siireleri gosterilmistir.
Bunun sebepleri kasin tipi, ortam sicakligi, viicut 1sist ve kollateral
dolasim mevcudiyeti farkli olmasi olarak gosterilmistir(94). Bu bilgiler
1s18inda ¢alismamizda kas dokusunda nekrozun gelistigi ancak geri
doniisiin de miimkiin olabildigi bir iskemi siiresi olarak 4 saat
se¢ilmistir (96-98).

Plastik cerrahlar olarak klinik pratigimizde uyguladigimiz
serbest kas flepleri, serbest kas-deri flepleri, ekstremite
transplantasyonlarinda halen iskemi reperfiizyon hasari yeterli diizeyde
engellenebilmis degildir. Literatiirde cok farkli endojen ve eksojen
madde bu hasar1 azaltmak amaci ile arastirilmis ve arastirilmaktadir.
Ancak I/R hasarmin kompleks pek ¢cok mekanizma sonucu olusmasi

sebebi tam engellenebilmis degildir.

Mesna kanser kemoterapisinde kullanilan iyofosfamid ve
siklofosfamid e bagli olusan hemorajik sistit tedavisinde kullanilan bir
tiyoldiir. Uroprotektif etkisinin, iyofosfamid ve siklofosfamidin yikim
iriinlerine baglanarak saglar (86). Mesna siilfidril gruplar iizerinden
olusturdugu etki ile potansiyel bir serbest radikal temizleyicisidir (86)
Bu da barsak, karaciger, kolon, over, pankreas ve akciger gibi bir¢ok
farkli organda SOR iliskili doku toksisitesini azaltabilmektedir (87-92).
Hidrojen peroksid uretimi tGzerindeki direkt etkisi sebebi ile tiyol iceren
Mesna butin oksidatif yaralanmalarda serbest radikallerin toksik
etkilerini sinirlandirmak amaci ile kullanilabilir bir antioksidan madde

olarak gorulmektedir (92).

Literatiirde alt ekstremitede olusturulan I/R hasarinda iliskin
bir yayma rastlanmadi Biz de c¢alismamizda alt ekstremitede
olusturulan iskemi ve reperfiizyon hasarinin énlenmesinde Mesna’nin

etkinligini degerlendirmeyi planladik.
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Calismamizda alt extremite I/R modellerinden 1969 yilinda
Strock tarafindan tanimlanan turnike modeli uygulamasi uygulandi
(99). Bu yontemin tercih edilmesinin sebebi Barie ve ark. yaptigi
calismada turnike uygulamasinin kan akimini tamamen kesen ve tam
bir iskemi olusturan model oldugunun kanitlamasidir (100).
Calismamizda trochanter majoriin proksimaline turnike uygulandi ve
tim denekler pediyatrik pulse oksimetre cihazi ile nabiz ve
saturasyonun olmadigi kontrol edilerek deney yapildi. Deney sirasinda
4 saatlik iskemi ve sonrasinda 4 saat reperfiizyon uygulandi. Bu
kaslarda kritik iskemi siiresi baz alinarak belirlendi. Mesna Uzerine
yapilan farkli caligmalarda 180mg/kg/doz kullanildigindan ve ip olarak
verildiginden de bu yontemi kullanildi(92).

Myeloperoksidaz, nétrofillerde graniil yapisinin i¢inde yer alan
bu enzim, fagositoz sirasinda hiicre icine alman bakterilerin yok
edilmesinde 6nemli bir yer tutar. Bu enzim hidrojen peroksiti
,hipoklorik asit (HOCI) e doniistiiriir. Hipoklorik asit bakterisidal etki
gosterir ayrica ¢ok kuvvetli bir oksidandir. Hiicre membran
gecirgenligini arttirarak doku hasarina neden olur. Ayrica bazi
molekiillerle tepkimeye girerek ROM’larin olusumunu saglar (76-78)
Postiskemik dokuda serbest oksijen radikallerinin major kaynagi aktive
notrofillerdir (3). Notrofillerin olusturdugu reperfiizyon hasarini
belirlemek i¢in bircok yontem kullanilabilir. Literatiir taramalarinda
MPO’nun nétrofil spesifik enzim olarak oksidan iiretiminde temel rol
oynayan enzimlerden biri oldugu icin sik bir sekilde kullanildigin
gormekteyiz (104-105). Ayrica Jeelani ve ark. yaptiklar1 bir galismada
Mesna’nin MPO iizerinde regiilator bir etkiye sahip oldugunu
gostermislerdir. MPO nun potent ihibitori, ayrica katalitik aktivitesini
ve fonsiyonunu iizerinde diizenleyici bir etkileri ortaya konmustur
(124). Bu sebeplerden dolay1 ¢alismada MPO doku enzim aktivitesi

caligsilmasi planlandi.
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Lipid peroksidasyonunun son drinu olan MDA, hicre
membranindaki lipidler tizerindeki serbest radikal etkisinin Slgiilebilen
kimyasal bir belirtecidir. Bu nedenle I/R olgularinda serbest radikal
aktivitesini tespit etmek i¢in MDA kullanilmaktadir (29). Mesna’nin
antioksidan 6zelligini aragtirmak amaci ile MDA ¢alismamizda doku

enzim parametresi olarak arastirilmasi planlandi.

Literatiirii taradigimizda farkli birgok dokuda Mesna’nin I/R
hasar1 iizerine etkilerinin arastirilmis oldugunu gérmekteyiz.

Elbased ve ark. mesna nin barsakta olusturulan iskemi ve
reperfiizyon sonucu akcigerde olusan hasar1 azaltmaya yonelik etkileri
arastirilirken; 100mg/kg dozdan ip olarak iskemiden 60 dk 6nce ve
reperfiizyondan sonra uygulamislardir. Mesna'nin akciger dokusundaki
apoptozu azalttigi, sistemik oksijenasyonu da iyilestirdigi ve notrofil
infiltrasyonunu baskiladigr (MPO seviyesindeki azalma) gosterilmistir
(120).

Umemura ve ark. yaptig1 deneysel ¢calismada ferrik nitriloasetat
ile ratlarda bobrekte oksidatif hasar olusturmuslardir. Elde edilen
sonuclarda oksidatif hasara karsi koruyucu etkileri gostermislerdir
(121). Ypsilantis ve ark. lar1 deneysel olarak intestinalmukozda I/R
hasar1 olusturup, 100mg/kg dozda intraperitoneal olarak iskemiden 60
dk once, iskemi baslatildiginda ve reperflizyon aninda Mesna
uygulamiglardir.  Sonucta apoptoziste ve oksidatif hasarda
(GSH/GSSG’nin dokuda 6l¢iimii ile) azalma oldugunu gostermislerdir
(87).

Sener ve ark. larmin rat karacigerinde olusturulan iskemi
reperfiizyon hasari tizerine Mesna’nin etkisini arastirdiklar1 ¢alismada;
150mg/kg dan iskemiden 15 dk dnce ve reperfiizyon aninda mesna
uygulamiglardir. Dokuda MDA VE MPO seviyelerinin diistiigiinii
gostermislerdir. Ayrica karaciger fonksiyon testleri de degerlendirilmis
ve ALT, AST nin kontrol grubuna gére yiiksek ancak I/R grubuna
goreyse anlamli diisiik oldugu gosterilmistir (123).
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Kabasakal ve ark. deneysel olarak sican bobreginde
olusturduklari I/R hasarinda, rata 150mg/kg’dan ip olarak iskemiden 15
dk once ve reperflizyon aninda Mesna uygulamislardir. Bobrek
dokusunda MDA ve MPO degerleri bakilmis ve ikisinde de azalma
oldugu gosterilmistir. Ek olarak c¢alisma igeriginde bakilan bobrek
fonksiyonu ve mikroskobik hasari da tersine ¢evirdigi i¢in bobrekte
olusan I/R’na bagli hasara karsi koruyucu olabilecegi sonucuna

varmuglardir (92).

Li ve ark. rat overlerinde siplatin ile hasar olusturup, Mesna’nin
hasar tizerine etkisini arastirmislardir. Overde oksidatif stresi deplese
ettigini, MDA’y1 azalttig1, antioksidan oOzellikleri ile bilinen GSH

konsantrasyonunu ve SOD enzim aktivitesini arttirdigi gosterilmistir.

Amirshahrokhi ve ark. midede etanol ile olusturulan akut
mukozal tilsere Mesna’nin etkisi arastirilmis. Mesna ile tedavi edilen
grupta gastrik lezyonlarin geriledigi,gastrik dokuda glutatyon,SOD ve
katalaz aktivitesinin arttig1 izlenmis. Ayrica MDA ve MPO
degerlerinin distiigii izlenmistir. Bu ¢alismada sonucunda Mesna’nin
gastroprotektiv  etkisi lipid peroksidasyon siirecini azaltmasi,
antioksidan kapasiteyi arttirmasi ve inflamatuar cevabi bakilamasina

baglanmistir(125).

Shusterman ve ark. Mesna’nin deneysel kolit (trinitrobenzen
sulfonik asit ile olusturulmus ) etkileri aragtirilmistir. Calisma 14 giin
boyunca her giin iki kere intrarektal olarak Mesna uygulanmis.
Dokudaki inflamasyonun 14 giin sonunda tamamina yakin geriledigi
halde iINOS mRNA ekspresyonu ve MPO aktivitesinin akut fazda
artiglt  izlenmistir. Calisma  sonucunda Mesna’nin  PNML
infiltrasyonunu azaltmasina bagl olarak SOR {iiretimini azalttig1 i¢cin

inflamasyonu baskiladig1 6ne siiriilmiistiir. MPO bu ¢alismada ilk 3 giin
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artig gosterip sonrasinda azalma gostermistir. Bu erken donemde NO’1n
asir1 Uiretimi PNML i¢in kemotaktik ajan olmasi ile agiklanmistir (126).

Calismamizda MPO ve MDA(sirastyla p=0,539 ve p=0,860
Ydegerleri karsilastirildiginda , I/R+Mesna grubunda, I/R grubuna gore
sayisal olarak azalma olmasina ragmen, istatiksel anlamli bir sonug
bulunamistir. PNML infiltrasyonuna baktigimizda, Mesna ve I/R
grubunda PNML infiltrasyonun I/R grubuna gére azaldigim
gormekteyiz. Ancak istatistiksel olarak kiyasladigimizda farklilik
izlenmedi. Literatirde MDA, MPO degerlerinde ve PNML sayisinda
Mesna azalma etkisi gosterirken; calismamizda istatiksel olarak

anlamli diizeyde bir azalmaya yol agmamustir.

Kontrol grubu ile I/R ve [/R+Mesna gruplarinda ekstravaze
eritrosit varligi, enine ¢izgilenme kaybi, ¢ekirdegin merkeze gocii, kas
liflerinde ayrilma, bag doku artis1, interseliiler/interfasikiiler 6dem ve
pnml sayisi istatiksel olarak farkli olmasina ragmen, IR ve IR+Mesna
grubu istatiksel olarak aynidir. Sonug olarak histolojik olarak ve sayisal
Olciimlerde Mesna uygulanan grubun dejeneratif degerlerde diisme
sagladigi halde bunun istatiksel olarak anlamli diizeyde olmadigi
bulunmustur. Denek sayisinin sinirli olmasi ve kas dokusunun ¢alisilan
tim dokulardan farkli bir metabolizmaya sahip olmasi sebebi ile

olabilecegi diisiiniilmektedir.
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6. SONUCLAR

Alt ekstremitede iskemi ve reperflizyon hasarini 6nlemek icin
Mesna’nin etkinligini gostermeye yonelik yaptigimiz calismada elde
edilen sonuclar soyledir;

-Rat alt ekstremite gastrokinemius kasinda bakilan dejeneratif

bulgularda anlamli bir azalmaya yol agmamustir.

-Kas dokusunda bakilan nétrofil sayisi, MDA ve MPO’1n tedavi
grubu, I/R grubuna gére diisiirse de istatiksel olarak anlamli diizeyde
azaltamamistir. Bu bulgu bize Mesna’nin I/R hasarin1 6nlemede en
onemli mekanizmalardan biri olan antioksidan etkinligi kas dokusu i¢in

gegerli olmadig1 yonde olarak degerlendirilebilir.

-Kas dokusunda I/R hasarini histolojik bulgular1 sayisal olarak
azaltsa da, istatiksel olarak anlamli degildir. Calismamizda etik
kaygilar sebebi ile denek sayisinin sinirlt sayida tutulmasi goz oniinde
bulundurulmasi gereken bir etmendir. Ek olarak histolojik parametreler
elektron mikroskobu ile incelenmesi, sonuglarimizi dogrulama

acgisindan ek fikir verebilir.

Literatiirde Mesna’nin kas dokusu {iizerine etkinligi ile ilgili
calisma mevcut degildir. Diger doku ve organlar iizerine de ¢ogu in-
vitro olmak iizere az sayida calisma bulunmaktadir. Calismamiz
literatiire baktigimizda Mesna’nin alt ekstremite I/R hasar1 iizerine

etkisini inceleyen ilk ¢aligmadir.

Calisma sonucumuz Mesna’nin kas dokusda I/R hasarimi
azaltmay1 etkin bir sekilde sagladig1 gosterilemese de, denek sayisinin
arttirlldigl, daha fazla antioksidan parametrenin arastirildigi ve
elektrofizyolojik calisma ile desteklendigi calismalarla daha ayrintili
bilgi sahibi olabiliriz.
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