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OZET

Amacg: Karaciger cerrahisi ve transplantasyonda 6nemli mortalite ve
morbidite nedenlerinden biri iskemi-reperflizyon hasaridir. Bu calismada,
rekombinant insan eritropoetin(rhEPO) ve 2-Merkaptoetan
stlfonatin(MESNA) beraber uygulanmasinin karaciger iskemi-reperflizyon

hasar Uzerine koruyucu etkisi arastiriimigtir.

Gerec ve yontem: Disi Wister albino siganlara 30 dakika hepatik iskemi ve
iskemiyi takiben 2 saatlik reperfiizyon uygulandi. iskemiden 5 dak. 6nce
1000IU/kg rhEPO ve iskemiden 15 dak. énce 150mg/kg MESNA vyalniz ve
kombine bi¢cimde intraperitoneal uygulandi. Reperflizyon sonunda karaciger
fonksiyonlarini degerlendirmek igin serumda aspartat aminotransferaz(AST),
alanin aminotransferaz(ALT), laktat dehidrogenaz(LDH) ve y-glutamil
transferaza(y-GT) bakildi. iskemi-reperflizyon hasarinda lipid
peroksidasyonunu gésteren malondialdehid(MDA) alinan serum &rneklerinde
Olctildi. Sicanlarin  karacigerden alinan doku &rneklerindeki patolojik

degisiklikler incelendi.

Bulgular: Plazma AST, ALT, LDH ve y-GT seviyeleri kontrol grubunda ¢ok
yiksek bulundu. Ozellikle rhEPO grubu olmak (izere AST ve ALT
degerlerinde normal sinir araligina giren 6lgimler alindi. MESNA ve rhEPO
tedavisinin beraber verildigi kombine grupta karaciger dokusunda parankimal

degisiklikler az gbrildi. Nekroza ise ¢cogu doku érneginde rastlanmadi.

Sonug: Oksidatif hasar énlemede rhEPO uygulamasi, MESNA tedavisine
gb6re belirgin daha etkilidir. Bu iki ajanin beraber kullanimi ile karaciger
iskemi-reperflizyon hasarinda daha anlamli koruyucu etki elde edilmistir.

Anahtar kelimeler: iskemi-reperf[]zyon, karaciger, rekombinant insan
eritropoetin, 2-Merkaptoetan sulfonat.



SUMMARY

SYNERJIC PROTECTIVE EFFECTS OF RECOMBINANT HUMAN
ERYTHROPOIETIN AND 2-MERCAPTOETHANE SULFONATE ON LIVER
ISCHEMIA-REPERFUSION INJURY

Aim: One of the important causes on mortality and morbidity in liver surgery
and transplantation is ischemia-reperfusion injury. The protective effects of
recombinant  human erythropoietin(rhEPO) and 2-Merkaptoethane
sulfonate(MESNA), when applied together, on the injury of ischemia-
reperfusion has been investigated in this study.

Material and Method: Female Wister- Albino rats have been applied for 30
minutes duration hepatic ischemia and after that for 2 hours long reperfusion.
5 minutes before ischemia 1000IU/kg rhEPO, and 15 minutes before
ischemia 150mg/kg MESNA alone and combined were administered
intraperitoneally. At the end of the reperfusion, for estimating liver functions,
aspartate aminotransferase(AST), alanine aminotransferase(ALT), laktate
dehydrogenase(LDH) and gama-glutamyl transferase(y-GT) serum levels
were measured. Malondialdehyde(MDA), which is the main indicative of lipid
peroxidation in ischemia-reperfusion injury, was measured. Hystological

changes in tissues samples taken from rats’ liver, were also evaluated.

Results: It is found that plasma ALT, AST, LDH and y-GT levels were very
high in control groups. AST and ALT levels —especially for rhEPO group-
were in the range of normal limits. In the combined group, which has been
given MESNA and rhEPO treatment together, parankimal alterations in liver

tissue were less significant and necrosis did not occured.

Conclusion : It is clear that rhEPO treatment is quite more effective than

MESNA treatment in order to prevent oxidative injury. The combination of



these two agents has obvious protective effect biochemically, and significant

tissue protection hystologically in ischemia-reperfusion injury.

Key Words : Ischemia-reperfusion, liver, human recombinant erythropoietin,
2-Mercaptoethane sulfonate.



GiRiS

iskemi-reperflizyon(l/R) hasari, belli bir siire iskemik halde kalmis
dokulara yeniden kan dolagimi saglanmasinin ardindan bu dokularda
meydana gelen hasardir. Bu durum, doku ve organlarda oksijen bagimli
hucreleri(kalp, karaciger, bdbrek, barsak ve beyin gibi) etkilemektedir. I/R
hasari, genis hepatik rezeksiyonlar, travmalar, transplantasyon, sok ve
sepsis gibi glncel tip uygulama alanlarinda siklikla karsilagilan ve ciddi
problemlere yol agabilen bir sorun olmaya devam etmektedir. Karaciger
cerrahisi ve transplantasyonunda da ortaya ¢ikan morbidite ve mortalitenin
nedenleri arasinda I/R hasarinin énemli bir yeri vardir(1). iskemi sonrasi kan
dolasimi yeniden saglanan karacigerde iskeminin yarattigi hasardan cok
daha blylk hasar dokuya oksijenin yeniden gelmesinin ardindan
olusmaktadir. Hem iskemi hem de reperflizyon ¢ok sayida ve birbiriyle yakin
iligkili karmasik enflamatuar olaylara yol agarlar. Bu gelismeler ise yaygin
hicre 6lUmU ve organ yetmezligine yol acar. Hasarin siddeti, iskeminin
siddeti ve sdresinin yaninda o6nceden varolan steatoz ve fibrozis gibi

hasarlarin varligiyla da yakindan iligkilidir.

Karaciger iskemi hasari sicak iskemi, soguk iskemi ve reperflizyon
iligkili olmak Uzere (g tipte olmaktadir. Sicak iskemi hasari genellikle major
rezeksiyonlarda ve sok benzeri klinik tablolarda gé6zlenirken, soduk iskemi
genellikle transplantasyon esnasinda olusmaktadir. Reperflizyon hasar ise
hem transplantasyonda hem de pringle manevrasi gibi bazi durumlarda
ortaya ¢ikmaktadir.

Karaciger I/R'unda rol alan parenkimal hucreler(hepatositler) ile
parenkimal olmayan hucrelerin(sinuzoidal endotelyal hucreler, kupffer
hicreleri ve lipid depolayan Ito hiicreler) hasara verdigi yanit iskeminin tipine
gbre degismektedir. Hepatositler, sicak iskemiye oldukc¢a duyarh iken soguk

iskemiye cevapta sinuzoidal endotelyal hlcrelerin cevabi ¢ok daha



belirgindir. I/R hasarinin ana bilesenleri; hlcresel aktivasyon ve sitokin
salinimi, adhezyon molekdl ekspresyonu ve mikrosirkiler fonksiyon
bozuklugudur(2). iskemi-reperfiizyon hasarinin patofizyolojisinde dncelikle
hicresel degisiklikler gérilmekte ve reperfliizyon fazi ile buna enflamatuar
yanit eklenmektedir.

iskemide ©6ncelikle hipoksiye yanit olarak hiicresel oksidatif
fosforilasyondaki azalma, ATP ve fosfokreatin gibi ylUksek enerijili
fosfatazlarin  sentezinde yetmezlik goéralir. Bu yetmezlik hlcre
membranindaki ATP badimli Na*/K* iyon pompa fonksiyonunu degistirir.
Hdcre icine su ve Na* girisi olur. Hiicre ici Na* birikimi sonucunda da kupffer
hiicrelerinde ve sinuzoidal endotel hiicrelerde sisme gdzlenir. iskemide ayni
zamanda sitozolik Ca*? seviyelerinde artma mevcuttur. Bu artis sonucunda
hicre membranindaki fosfolipazlar aktive olur. Aktive fosfalipazlar,
fosfolipidler Gzerine etki ederek, hicre membraninin yapisini bozar. Ayni
zamanda Ca*? seviyelerindeki bu artis, reperflizyonda reaktif oksijen
radikalleri(ROR) Uretiminde role sahip olan ksantin oksidorediiktazi aktive
eder. iskemi siiresince ATP indirgenerek, hipoksantin birikimine de neden
olur. Mitokondriyal gecirgenlik, lizozomal bozulma, hlicrede sisme ve kiguk
molekdl agirhkli maddelerin sizintisi ile karakterize bu durum hepatosit ve

diger hicrelerde, hicre 6limu éncesi gelismektedir.

Reperfliizyon periyodunun ilk 4 saatlik erken fazinda ise, kupffer hicre
aktivasyonu  géralir.  Aktive  kupffer  hicrelerinden  proinflamatuar
sitokinlerin(TNF-a,IL-1), ROR’nin Uretimi ve salinimi gerceklesir. Diger
interldkinler de(IL-6,IL-12 gibi) bu olaya dahil olur. TNF-a ve IL-6, iskemik
alanda intraselliler adezyon molekulint(ICAM-1) ve vaskuler hiicre adezyon
molekUlinti(VCAM-1) ekspresse eder. Ayrica gbé¢ etmis nétrofillerle, kupffer
hiicreleri arasindaki etkilesimi de hizlandirirlar. Reperflizyondan 6 saat sonra
gelisen gec¢ fazda ise, nétrofil aktivasyonu izlenir. Nétrofiller, sinuzoidal ve
postsinuzoidal venullerde toplanir ve endotel hiicrelerine yapigirlar(Sekil-1).
Notrofillerden ROR ve proteazlarin Uretimi ve salinimi ile parenkim hasari

gerceklesir(3,4,5).
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Sekil-1: iskemi-reperflizyon hasar patofizyolojisinin icerdigi mekanizmalar
Iskemide gelisen hipoksi ATP Uretiminde azalma yapar. Enerjinin azalmasi
membrandaki aktif tasiyici pompalari hasarlar. Hicre i¢i osmotik basing ve
elektrolit dengesizligi sonucunda KC ve EC sisme olur. Bu da sinuzoidal
[imende daralma yapar. Ayni zamanda ET ve NO arasindaki dengesizlik
sonucunda gelisen vazokonstriksiyon daralmay: arttinir. Mikrosirkilasyondaki
bozukluk nétrofil aktivasyonunu ve boélgeye yigilimini saglar. KC’den salinan
TNF-a ve IL-1 ile ICAM-1 ve VCAM-1 ekspresyonunu saglayarak endotel-
noétrofil etkilesimi saglanir. Béylece nétrofillerden proteaz ve ROR salinarak
hicre hasari meydana gelir. KC, kupffer hiicre; EC, endotel hiicre; ET,
endotelin-1; NO,nitrik oksit.

Hepatik I/R hasarinda bir diger 6nemli nokta, mikrosirkilasyonda
meydana getirdigi degisikliklerdir(6). I/R’da sinuzoidal endotel hicrelerinde
olusan hasar, sadece sinuzoidal limendeki daralmanin sonucu degil, ayni
zamanda vazoaktif maddelerin olusturdugu vazokonstriksiyonun da
sonucudur. Hem nbtrofillerin  toplanmasi hem de azalmig perflizyon
sinuzoidlerde daralmay! baslatir(7,8). I/R hasarinda nitrik oksit(NO) ve
endotelin-1(ET) olmak (zere iki vazoaktif ajan Uzerinde durulur. NO, L-
arjininden nitrik oksit sentetaz(NOS) araciligla meydana gelir(9). Bu ajan,
sinuzoidlerde ve presinuzoidlerde vazodilatasyon yapar(10,11). Ayni

zamanda trombosit adhezyonunu, trombozu, I6kositlerin toplanmasini ve



inflamatuar mediatér salgilanmasini énler(12,13). NOS’in, endotelyal ve
indtklenebilir(INOS) olmak Uzere karacigerde 2 formu mevcuttur. Endotelyal
NOS aktivitesi Ca*? bagimlidir. indiiklenebilir NOS ise Ca*? bagimsiz olarak
hepatositlerden, kupffer hlcrelerinden ve endotel hiicrelerinden sentezlenir.
Olusan NO vyagda c¢o6zinebilen bir molekildir. Fizyolojik durumda
karacigerde sadece endotelyal NOS mevcuttur. Hepatik perflizyon icin disik
seviyelerde NOS Uretimi gergeklesir. INOS hem koruyucu hem de toksik
etkiler icerir. I/R'da INOS mRNA ekspresyonu reperflizyonun 1.saatinde
baslar ve 5.saatte artar(14). NO ve sliperoksit anyonunu birbirine baglayarak,
peroksinitrit  Oretir ve toksik etkilerini olusturur. Peroksinitrit, lipid
peroksidasyonunu baslatir ve Na*/K* ATP pompasini inhibe eder(15,16).
Endotelin-1 ise endotelden sentezlenir ve vazokonstriksiyon yapar. Bunlar
sinuzoidal yatakta vaskuiler tonusu etkilemektedir. Reperflzyonun erken
déneminde NO salinimi azalir ve endotelin-1 artar. Bu vazoaktif ajanlar
arasindaki dengenin bozulmasi I6kosit birikimi ile beraber lUmende daralma

ile sonuglanir.

Reperflizyonun, 6zellikle erken fazinda gelisen hicre hasari iskemi
fazinda gobzlenen hicresel degisikliklerin bir sonucudur. Reperflizyon
fazindaki hdcre hasarinda, reseptdér Gzerinden ve mitokondriyal apoptotik
yollar Uzerinden etkili basamaklar tanimlanmaktadir(c-Jun N terminal kinaz,
nukleer faktér-kB). Bu basamaklar Uzerinden hicre hasarini tetikleyen
mekanizmalar ilerler(17). INOS, sitokinler ve adhezyon molekiillerinin en
azindan bir kismi nUkleer faktor-kB(NF-kB) tarafindan kontrol edilir. Ayni
zamanda ROR’nin NF-kB gibi transkripsiyon faktérlerinin aktivasyonu igin de

stimulatérdir. Bu da I/R hasarindaki donguyu olusturmaktadir.

I/R hasarinda ortaya cikan reaktif oksijen radikalleri(ROR), slperoksid
anyonlari(O2™), hidroksil radikalleriniOH™) ve hidrojen peroksidi(H2Oz)
kapsamaktadir. Normalde hipoksantin, ksantin dehidrogenez ile ksantine
dénustaralir. Iskemide ksantin dehidrogenez, ksantin oksidaza dénisdr.
Ksantin oksidaz ise substrat olarak oksijen kullanir. Bu ylzden iskemi



suresince, hipoksantinin ksantine déontisimu katalizlenemez. Bdylece iskemi
sUresinde hipoksantin seviyelerinde artis olur(18). Reperfizyon ile tekrar
oksijen saglandiginda, ksantin oksidaz tarafindan fazla hipoksantinden,
toksik ROR olusur(Sekil-2).

O3 Ksantin oksidaz

ol S
IHipoksantin Ksantin ‘

l > mitokondri

Sekil-2: Serbest oksijen radikallerin Uretimi ve temizlenmesi. Hidrojen
peroksid GSH peroksidaz ve katalaz ile suya cevrilir. GSH peroksidaz ayni
zamanda aktif GSH'u glutatyon disllfide ddéndstarir. Bu yol, geri
dénlisimltdir. GSH redlktaz, bu geri dénlisimde rol alan enzimdir. GSH
rediktaz tarafindan GSSH''In GSHa dénitsimind saglayan yol NADPH
kullanir. GSH, glutatyon; GSSH,glutatyon disulfid.

ROR’i hiicre membraninda lipid peroksidasyonuna yol agar ve nikleer
ve mitokondrial DNA hasari meydana getirerek, direkt hicre hasarini
yaparlar. Ek olarak ROR, l6kosit aktivasyonu ve kemotaksisi uyarir. Vicutta
bu ROR’in dretimini 6nleyen, ROR’in olusumunu saglayan enzimleri
sinirlayan veya oksidatif hasari baslangicinda 06nleyebilen savunma
mekanizmalari vardir. Bunlar antioksidanlar olarak bilinir. Antioksidanlar farkili
organlarda farkli konsantrasyonlarda bulunurlar. Bu nedenle I/R hasarina
karsi organlar degisik direng goésterir.Antioksidanlar; mekanizmalari(ROR

temizleyen veya ROR katalizleyerek ortadan kaldiran), orjinlerine(dogal veya



sentetik), Ozelliklerine(lipofilik veya hidrofilik) ve etki alanlarina(hlcre igi,

membran ve hlcre digi) gére siniflandirilabilirler(19)(Sekil-3)
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Sekil-3: Endojen antioksidan  sistemlerin  mekanizmasi.  Ksantin
oksidorediktaz(XOR) ve mitokondri reaktif oksijen radikallerin tretiminde ana
intrasellller kaynaklardir. Kupffer hiicreler ve aktive notrofiller reperfizyonun
erken ve gec¢c fazinda reaktif oksijen radikallerinin Uretiminde ana
ekstraselller kaynaklardir. SuUperoksid dismutaz(SOD), katalaz ve GSH
peroksidaz ana intrasellller antioksidan enzimlerdir. PMN, polimorfonukleer
hucre; NADPH,nikotinamid adenin dinlkleotid fosfat

Literatirde I/R hasarini énlemede ve bu hasari sinirlandirmak icin
bircok deneysel calisma yapilmistir. Bu calismalarda antioksidan tedavi,
antikompleman tedavi, antildkosit tedavi ve iskemik 6n hazirlik gibi tedavi
modaliteleri mevcuttur. iskemik dn hazirlik, uzun I/R periyodundan énce kisa
streli iskemi zamanlarindan olusmaktadir. Diger tedavilerde ise bu

basamaklara etki eden ajanlar kullaniimistir.

Literatirde I/R hasarinda koruyucu etkinligi arastirilan ¢esitli ajanlar
arasinda 2-Merkaptoetan sUlfonat(MESNA) ve insan rekombinant
eritropoetinden(rhEPQO)  bulunmaktadir. MESNA, siklikla kemoterapi



toksititesine karsi koruyucu ajan olarak kullanilan klglk sentetik bir
moleklldir.  Yapisindaki  sdlfidril  grubu  sayesinde, ROR ortadan
kaldirilmasini saglar ve hidrojen peroksid yapimi Gzerine direkt inhibe edici
rol oynar(20,21). Bu etkileri nedeniyle oksidatif hasar Gzerine antioksidan
ajan olarak kullanimini gindeme gelmigtir. ROR, lipid peroksidasyonu
yaparak hidcre membran hasari Uzerinde etkili olmaktadir. Lipid
peroksidasyonu ile glutatyon(GSH) indirgenerek, glutatyon distlfide(GSSH)
dénlsir. GSH oksidatif hasara karsi, hlicresel defans sistemine katilan,
hasara karsi koruyucu, enzimatik olmayan hlcresel antioksidandir.(22,23)
GSH, karacigerde yuksek konsantrasyonda mevcuttur. MESNA, bu alandaki
etkisi ile in vivo ve in vitro ¢alismalarda etkili bir antioksidan ajan olarak
bilinmektedir(24).

rhEPO ise, dustk molekdl agirlikli glikoprotein yapiya sahip bir
hormondur. Fetal hayatta karaciger tarafindan dGretilir. Takiben yetigkin
dénemde, boébrek kaynakli olup, eritropoez igin stimiilatérdiir(25). insan
rekombinant eritropoetin, etkisini spesifik bir reseptdr Uzerinden gergeklestirir.
Bu reseptdr sitokin reseptdr (st ailesinin  bir GOyesidir(26). Yapilan
calismalarda rhEPO icin spesifik reseptdriin bircok dokuda bulundugu
gbsterilmistir. rhEPO’nun apoptozisi 6nleyici etkisi, anjiogenes Uzerindeki
pozitif etki, I/R hasarindaki doku koruyucu etkisi ve anti-inflamatuar etkisi
yapilan c¢alismalarda gdésterilmistir. rhEPO, iskemi sonrasi olusan |6kosit
birikimini azaltir. Pro-inflamatuar sitokinler olan TNF-a ve IL-6 salinimini ile
ICAM-1 ekspresyonunu azaltir(27,28). rhEPO proinflamatuar sitokin(TNF-a)
Uzerindeki azaltici etkisini direkt ve indirekt olarak gdsterebilir. rhEPO’nun
doku hasarinda endotel progenitér hlicre Uzerine de roli vardir. rhEPO
endotel progenitér hicrelerin adhezyonunu arttirir. Ayni zamanda endotel
onarimina da katkisi vardir. Yan etki olarak, rhEPO'nin hiicre ici Ca*?
dlzeyini arttirdigi ve damar duz kas hicrelerinde kontraksiyona neden
oldugu bilinmektedir. Ozellikle periferik vaskiler rezistansi arttirnr. Ayni
zamanda rhEPO direkt veya indirekt olarak NO sentetaz degisikliklerini
indUkler(29).



Bu calismada, KC I/R hasarina karsi kullanilan birgok ajandan en
poptler olan iki ajanin kombine kullaniminin meydana getirecegi etkilerin

arastinimasi amaglanmistir.



GEREC VE YONTEM

Deney Hayvanlan

Bu calismada agirigi  250-300 gr arasinda degisen 40 adet disi Wistar-
Albino cinsi sican kullanildi. Siganlar uygun 1si, rutubet ve havalandirmasi
olan odalarda 12 saat aydinlik /12 saat karanlik periyodunda standart sigan
yemi ile beslendi. Calisma Uludag Universitesi Deney Hayvani Yetistirme ve
Arastirma Merkezi'nde gergeklestirildi.

Deneysel Protokol

Tdm deney gruplarinda siganlar, intramuskuiler(i.m.) 5mg/kg Xylazin
(Romphun) ve 60mg/kg Ketamin(Ketalar) anestezisi altinda deney masasina
alindi. Standart 5 cm’lik orta hat laparatomi uygulandi. Hepatoduodenal
ligaman(Portal ven, hepatik arter ve ana safra kanali) vaskller klemp ile 30
dak. klemplenerek, total hepatik iskemi olusturuldu. Karaciger yuUzeyinde
iskemi ile olugan renk degisikligi gézlendi. iskemi dénemini takiben vaskdiler
klemp acilarak, 2 saatlik bir zaman periyodunu iceren reperfizyon fazina
gecildi. Reperfizyon déneminde sivi kaybini en aza indirmek igin, batin cilt
stapler ile kapatildi. Tim gruplara 2 saatlik reperfiizyon déneminden sonra
re-laparatomi uygulanarak, tim sicanlarin karaciger sol lobu patolojik
inceleme igin %10 formalin sollisyonuna alindi. iskemi ve reperfiizyon
slresince siganlar devamli anestezi altinda tutuldular. Kardiak pankgir ile
sakrifikasyon tamamlanirken, 5 ml kan 6érnedi biyokimyasal tetkikler igin
alinarak deney sonlandirildi(Tablo-1).



Tablo-1: Gruplara gére deneysel protokol modeli

Grup A
(Kontrol grubu) 30 dak. iskemi 2 saat
reperfliizyon
Grup B iskemiden 5 dak. énce
(rhEPO verilen grup) 1000IU/kg rhEPO 30 dak. iskemi 2 saat
intaperitoneal reperfiizyon
Grup C iskemiden 15 dak. énce
(MESNA verilen grup) 150mg/kg MESNA 30 dak. iskemi 2 saat
intraperitoneal reperflizyon
iskemiden 15 dak. é6nce
Grup D 150 mg/kg MESNA
(rhEPO+MESNA + 30 dak. iskemi 2 saat
verilen grup) iskemiden 5 dak. dnce reperfiizyon
1000 IU/kg rhEPO
intraperitoneal

Biyokimyasal Analizler

TOom sicanlardan alinan 5 ml

kan &érnekleri, 2000 devirde 10 dak. satrif{j

edildi. Elde edilen serum &rnekleri -80°C saklandi. Karaciger hasarini
belirlemek icin toplanan serum dérneklerinde aspartat aminotransferaz(AST),
alanin aminotransferaz(ALT), laktat dehidrogenaz(LDH), gama-glutamil
transferaz(y-GT) degerleri 6lctldi. Dokudaki lipid peroksidasyonunda yol
gOsterici olarak ise serumda malondialdehid(MDA) seviyeleri degerlendirildi.

Histolojik Analiz

iki saatlik reperfiizyon periyodunu takiben tim sicanlarin karaciger sol lobu
%10’luk formaldehid sollisyonuna alindi. Formolden ¢ikarilan karaciger sol
lob dokulari parafin ile tespit edildi. Elde edilen érneklerden alinan kesitler
xylen ile deparafinize edilerek, Hemotoksilen-Eozin(HE) ile boyandi. Santral

ven dilatasyonu, sinGzoidal konjesyon, hepatositlerdeki dejenerasyon ve
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nekroz HE ile boyanan tim karaciger dokularinda i1sik mikroskobu altinda
incelendi. Hasari derecelendirmede, g6zlenen her parenkimal degisiklik igin
yizdelik dilim belirlendi. incelenen karaciger dokularinin sahip oldugu
patolojik degisikliklerdeki yUzdeler hesaplandi. Buna gbére, %75den daha
yuksek oranda degisiklikler gbzlenen durumlar gsiddetli, bu degerin
altindakiler hafif olmak Gzere siniflandirma yapildi.

istatistiksel Analiz

Sonuglarin istatistiksel degerlendiriimesi Uludag Universitesi Biyoistatistik
Anabilim Dali tarafindan SPSS for Windows Ver. 11.0 istatistik paket
programi kullanilarak gerceklestirildi. Strekli degiskenler ortalama + standart
sapma, medyan(ortanca) ve ceyrekler arasi aralik(interquartile range - 25.-
75. persentil) olarak; kategorik veriler siklik ve ytzde olarak(n,%) sunuldu.
istatistiksel analizlerde Pearson ki-kare test, Fisherin Kesin ki-kare testi ve
Kolmogorov-Smirnov test, Kruskal-Wallis test ve Mann-Whitney U test
kullanildi. Anlamhlik diizeyi 0.05 olarak kabul edildi.
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BULGULAR

Karaciger I/R Hasarini Gésteren Biyokimyasal Parametreler

Sadece I/R uygulanan grup A'da AST degerleri oldukca yuksekti. Grup A'da
AST i¢in 6lgilen en dusuk deger 1650U/L bulundu. Buna karsin grup B, grup
C, grup D‘de ortalama AST degerleri 1000U/L'nin altinda olup, &zellikle
iskemi 6ncesi rhEPO verilen grupta belirgin disik degerler bulundu(Grafik-

1),
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Grafik-1: Gruplara gére ortalama AST(U/L) degerleri

Karaciger I/R hasarinda daha spesifik olan ALT degerlerinde de, AST'de
gbzlenenlere benzer sonuclar elde edildi. Fakat ALT ‘de kontrol grubu ile
diger gruplardaki ortalama degerler arasindaki oran artmigtir. rhEPO
uygulanan grup B’daki ortalama deger kontrol grubunun 1/10°’u kadardir.
Kontrol grubunda ALT degerleri 1455-2645 araldi icindedir. Diger gruplarda
Olcilen ALTnin ortalama %701 500U/L altindadir(Grafik-2). rhEPO
uygulanan grup B’de tim degerler <500U/L olup, genelde 100U/L civarinda
seyretmistir(Grafik-3).
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Grafik-2: Gruplara gore ortalama ALT(U/L) degerleri
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Grafik-3: Karaciger I/R hasarinda rhEPO grubundaki ALT degerleri

LDH degerlerinde ise kontrol gruba gére anlamli, ancak kendi aralarinda
belirgin fark yaratmayan degerler élctldi. Kontrol grubunda ortalama LDH
degeri 475211245 U/L olup, tek ajanh rejimlerin 2 kati ortalama degere
sahipti(Grafik-4). Gama-glutamil transferaz ic¢in tUm gruplar normal deger
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araliginda(0-50U/L) dagilim gésterdi. Ortalama degerlere bakildiginda <1U/L
degere sahip tek grup rhEPO verilen A grubudur. Kontrol grubundaki y-GT
degerleri 5-16 U/L arasinda degisti(Grafik-5).
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Grafik-4: Gruplara gore ortalama LDH(U/L) degerleri
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Grafik-5: Gruplara gore ortalama y-GT(U/L) degerleri
Karaciger parankim hasari haricinde, lipid peroksidasyonun son Urinu olan

MDA degerindeki en belirgin yikseklik grup A'dadir. Kontrol grubunda, MDA
degerleri 10,7-13,5 nmol/ml iken MESNA uygulanan grupta MDA dlzeyi 1,4
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nmol/ml gibi ¢ok diisik degerlere sahipti. rhEPO uygulanan grupta ortalama

MDA 9nmol/ml, kombine grupta ise 8nmol/ml olarak &lcildii(Grafik-6).
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Grafik-6: Gruplara gére ortalama MDA(nmol/ml) degerleri

AST, ALT, LDH ve MDA degerlerinde gruplar arasi yapilan multivaryant
analizde istatistiksel anlamlilik vardi. Tablo-2’de gruplardaki ortalama deger

standart sapmalari(SS) gosterilmistir.

Tablo-2: Gruplara gdére biyokimyasal parametrelerin ortalama degerleri(£SS)

N\

////% Grup A Grup B Grup C Grup D
('?‘J?E) 21584483 | 335+183 | 474+202 | 997 +587
(ﬁ'i) 2003+491 | 203+106 | 331+286 | 729+378
('-UD/LH) 4752 £1245 | 2517 +2085 | 2445 £ 2171 | 2973 £ 1522

(nmg/ﬁ\nl) 121408 | 9519 | 73%24 | 85+29

Kontrol grubu ile diger gruplar arasinda yapilan univaryant analizlerde AST,
ALT, LDH, MDA degerleri igin istatistiksel anlamlilik vardi. MESNA verilen
grup ile rthEPO grubu arasindaki karsilastirmada sadece MDA(nmol/ml)

degerlerinde istatistiksel anlamlihk oldugu go6rildi(p=0,035). Diger
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biyokimyasal parametreler icin bu iki grup arasinda fark yoktu. Bunun

sonucunda MESNA uygulanan grup C’nin MDA degeri Gzerine daha etkili

oldugu géruldi(Tablo-3).

Tablo-3: Gruplar arasindaki istatistiksel veriler

77 AST ALT LDH MDA
Grup 1* p< 0,001 p< 0,001 P= 0,002 p= 0,002
Grup 2** p< 0,001 p< 0,001 P= 0,004 p< 0,001
Grup 3*** p< 0,001 p< 0,001 P=0,019 = 0,002
Grup 4**** p= 0,165 p=0,19 P=0,63 -hm

* Kontrol grubu ile rhEPO uygulanan grup arasinda Mann-Whitney U test
** Kontrol grubu ile MESNA uygulanan grup arasinda Mann-Whitney U test
*** Kontrol grubu ile kombine grup arasinda Mann-Whitney U test
**** rhEPO ile MESNA uygulanan grup arasinda Mann-Whitney U test

Tek ajanh tedavi rejimleri ile kontrol grubu arasinda AST, ALT, LDH ve MDA
degerlerinde istatistiksel anlamlihk gdzlenirken, kombine grupla yapilan
karsilastiriimada sadece AST ve ALT parametrelerinin anlamliligi mevcuttu.
ALT ve AST degerinde rhEPO ile kombine grup eslestirmesi, MESNA ile
kombine grup eslestirmesinden istatistiksel agidan daha anlamlidir(Tablo-4).

Tablo-4: MESNA ve rhEPO ile kombine grubun istatistiksel analizi

7 AST ALT LDH MDA
Grup-1* p= 0,002 p< 0,001 P= 0,353 p= 0,436
Grup-2** p=0,043 p= 0,015 P=0,190 p= 0,481

* rhEPO ile kombine grup arasindaki Mann-Whitney U testi
** MESNA ile kombine grup arasindaki Mann-Whitney U testi

I/R Hasarindaki Patolojik Parankimal Degisiklikler

Doku degisikliklerinin incelenmesinde, gruplardaki tim karaciger dokularinin
tamamina yakininda sintizoidal konjesyon mevcuttu. Santral ven dilatasyonu
ise en fazla kontrol grubuna ait karaciger dokularinda gézlendi. Grup A’'da

g6zlenen santral ven degisikliginin yarisi siddetli dilatasyon niteligindeydi.
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Buna karsin diger gruplarda siddetli santal ven dilatasyonu gézlenmedi.
Dokudaki hepatosit dejenerasyonuna bakildiginda grup A'ya gore grup D’de
anlamli délgide disik dizeyde oldugu gorilmektedir. Grup A'nin %40’inde
normal hepatosit yapisi g6zlenirken, grup B’'de hepatositlerin %70’i iskemi-
reperflizyondan hi¢ etkilenmemistir. Grup C’de karacigerde nekroz sadece bir
dokuda tanimlanirken grup A’nin %60’inda yaygin nekroz vardi. Grup D’de
ise nekroz gorilen 4 karaciger dokusu mevcuttu. Buna karsin SVD,
sintzoidal konjesyon ve hepatosit dejenerasyonuna bakildiginda gruplar

arasinda istatistiksel anlamlilik saptanmadi(Tablo-5).

Tablo-5: Karaciger dokusunda g6zlenen degisikliklerin gruplar arasindaki
dagilimi

e | e | b | wewor
yok var yok var yok var yok var

Grup A 2 8 5 5 4 6 4 6
Grup B 7 3 4 6 7 3 6 4
Grup C 6 4 1 9 4 6 9 1
Grup D 8 2 3 7 8 2 6 4

p degeri* =0,113 =0,475 =0,678 =0,518

* Kolmogorov- Smirnov Test

Fakat gruplarin, kontrol grubu ile birebir karsilastirimasinda sadece SVD
ybnunden istatistiksel anlamlilik mevcuttu. Kombine grup ve kontrol gruptaki
SVD’una bakildiginda bu iki grup arasinda istatistiksel anlamlilik oldugu
g6rildi(p=0,007) (Tablo-6).

Tablo-6: Gruplar arasi parankimal degisiklikler

% Santral Ven Siniizoidal Hepatosit

7 Dilatasyonu konjesyon dejenerasyonu
Grup-1* p=0,11 P=0,09 p=0,74
Grup-2 ** p=0,17 P=0,14 p=1,0
Grup-3*** p=0,007 ¢ P=0,65 p=0,17

* Kontrol grubu ile rhEPO arasinda Pearson ki-kare test
** Kontrol grubu ile MESNA arasinda Fisher’s Kesin ki-kare test

*** Kontrol grup ile kombine grup arasinda Fisher’s Kesin ki-kare test
+ Kontrol grup ile kombine grup arasinda Pearson ki-kare test
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Kontrol grubunun vyarisinda, parenkimdeki dedisikliklerin siddetli(>%75)
oldugu géraldi. rhEPO verilen grup B’de 2 dokuda, MESNA verilen grup
C’de 3 dokuda siddetli parenkimal hasar oldugu goérildi(Grafik-7).

B Grup A
®Grup B
OGrup C
B Grup D

Grafik-7: Parankimdeki >%75 degisikligin gruplara dagilim sayisi

Kontrol grubu ile kombine grup arasinda parenkimal degisiklikler yéninden
ciddi fark vardi. Kombine grupta I/R hasari sonrasi goértlen degisikliklerin
timi %75'in altindaydi. ki grup arasindaki siddetli hasarda istatistiksel

analizde anlamlilik mevcuttu(p=0,03)(Tablo-7).

Tablo-7: Grup A ile Grup D arasindaki parenkimal degisiklikler

Karaciger Parenkimal Degisiklik
Hafif (£%75) Siddetli (>%75)

Grup A 5 5

Grup D 10 [}

Kontrol grubunda goérilen ileri derecede genislemis santral ven ve tim
alanlarda gorulen yaygin nekroz hasar i¢in oldukga patagnomoniktir(Resim-
1). Buna karsin rhEPO grubunda ve 6zellikle kombine grupta SVD g6rilme
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sikhgi sirasiyla %30 ve %20’e digsmektedir. hEPO ve kombine gruptaki SVD

minimal diizeydedir.

Resim-1: Kontrol grubunda gézlenen ciddi santral ven
dilatasyonu ve genis nekroz alanlari

Degerlendirilen karaciger dokularinda genellikle sinuzoidal konjesyon
mevcut. Grup B ve grup C’de sinuzoidal konjesyon diger parenkimal
degisikliklerden daha fazla géralmektedir(Resim-2).
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Resim-2: rhEPO uygulanan grupta ciddi sinuzoidal konjesyon

Parenkimal degisiklikleri degerlendirmede en 6nemli paya sahip olan
hepatosit gérinum0, kombine grubun %80’inde tamamen normal olarak
izlendi. Kontrol ve  MESNA grubunda belirgin yagl dejenerasyon iceren

hepatositler géruldi(Resim-3).
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- Hepaiositlerde yagh
dejenerasyon

Resim-3: MESNA uygulanan grupta yagli hepatosit dejenerasyonu

Grup D’de gézlenen karaciger dokularinda ¢ogu zaman minimal sinuzoidal
konjesyon disinda I/R hasarindan korunmus goérinim izlendi. Bazi
preparatlarda nekroz g6zlenmis, fakat oldukga fokal yerlesimliydi(Resim-4).

Resim-4: Grup D’de normal izlenen karaciger dokusu
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TARTISMA VE SONUG

I/R hasari ile ilgili calismalarin genelinde tek mediatérli yaklasimlar
denenmigtir. Multipl hasar mekanizmasinin basamaklari Gzerine inhibitér etki
ile kimi zaman endojen koruyucu ajanlarin konsantrasyonlar arttirilmaya
cahsilmig, kimi zaman ise hasar tetikleyen inflamatuar ve toksik
mediatérlerin olusmasi engellenmistir. Tek mediator ile inhibisyonlarin( TNF-
a, IL-1, P-selectin ve ICAM-1 gibi baslica molekulller gibi) deneysel
calismalarda, I/R hasar igin koruyucu etkileri gésterilmistir(30,31). Fakat bu
tek ajan mediatorler ve molekuler yaklagimlar klinik pratikte uygun dedgildir.
Birden cok inhibitér uyarici etkili tek tip farmakolojik bilesikler hem klinik
uygulamada hem de deneysel modelde olduk¢a basarih olabilir. Son
zamanlarda yapilan deneysel calismalar bu bilesiklerin(rhEPO,
Hemoksigenaz-1 ve L-glisin) iskemi-reperflizyon sonrasi hasari azaltmada
etkili olduklarini ve ek olarak az yan etki potansiyeli olusturduklarini

gbstermiglerdir(32).

Ayni zamanda literatirde, farmakolojik ajanlar disinda 6n iskemi
uygulamasi ile iskemik toleransin arttinldigr goérilmektedir. Hem aralikli
klemp yéntemi(érnegin, 15 dak. iskemi ve 5 dak. reperflizyon gibi) hem de
iskemik hazirlik(uzun iskemi periyodundan 6nce 10 dak. iskemi ve 10 dak.
reperflizyon gibi) hepatik mikrosirkilasyonun (zerine etkili bilinmektedir.
Literatlirde ise eritropoetinin iskemik 6n hazirhkta kullaniimasinin, benzer
etkisi oldugundan bahsedilmektedir. rhEPO’nin, 6zellikle doku (zerine
hasarlayici potansiyeli olan TNF-a ve diger proinflamatuar sitokinlere karsi
sinirlayici etkisini, NF-kB Uzerinden gésterdigi belirtiimektedir(33).

rhEPQO’nin literatlirde I/R hasarindaki koruyucu etkisi ile ilgili birden ¢ok

mekanizma gésteriimektedir. Ozellikle néron hasari, myokard iskemisi ve

bdbrek I/R hasari Uzerindeki koruyucu etkilerini GOzerinde siklikla
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durulmaktadir. Bu galismalarda, hedef dokulardaki rhEPO’nin reseptér varligi
énemli bir sorun olarak belirmektedir. Genellikle rhEPO ve eritropoetik
olmayan doku koruyucu sitokinler, normal dokularda EPO reseptdr dlizeyinde
degisiklik gdstermezler. Bununla birlikte, hipoksi basladiginda EPO endotel
hucrelerinde kendine 6zgu reseptérde mesaj artigi gésterir(34).

rhEPO ile ilgili ¢galismalarda apoptozisde etkili ajan oldugu ve doku
koruyucu oldugu belirtilirken 3 farkh konu halen tartismalidir. Bunlardan ilki
uygulanan rekombinant eriropoetinin dozudur. Doz-bagimh oldugu distndlen
ajanin anemi tedavisinde kullanilan en dusidk dozlar ile yan etkilerinin
gbruldigl dozlar arasindaki sinir belirsiz kalmaktadir. Bazi yayinlarda yuksek
doz rhEPO kullaniminin trombozu, kan vizkositesini ve kan basincini
arttirdigi belirtiimektedir(35). rhEPO’nin I/R neden oldugu karaciger hasarini
6nemli 6lclde azalttigina dair ilk kanit olarak goésterilen bir calismada, rhEPO
cesitli zaman dilimlerinde uygulanmigtir. Bu ¢alismada 10001U/kg dozunda
ve iskemiden 5 dak. 6nce uygulanan rhEPO’nin oksidatif stresi ve kaspaz-3
aktivitesini azalttigini bildirmektedir(36). Literatirde bu konu ile ilgili diger bir
yayinda; santral sinir sistemi gibi siki endotel bariyerlerine sahip dokularda,
intraperitoneal veya intravendz uygulanilan ~500 U/kg-bw gibi ¢ok yUksek
rhEPO tedavisi ile hasardan korumada minimum etkili doz elde
edilmektedir(37). Kalp ve bdbrek gibi dokularda minimum etkili dozlar icin
rhEPO tedavisi, anemide uygulanan(10-50U/kg-bw) klinik doz aralidina
digUralebilmektedir(35). Yine bu konuda renal hasar Uzerine yapilan
calismada, rhEPO 1000 IU/kg da oksidatif stresi azalttidi(38), distk doz
rhEPO(300 1U/kg) apoptotik hiicre 6liminl ve kaspaz-3 aktivitesini azalttig
gosterilmistir(39). Yuksek doz rhEPO’nin(3000-5000 IU/kg) ise Bcl-2 ve
HSP70 ekspresyonunu arttirdigi ve apoptozisi azalttigr gésterilmistir(40).

Bizim ¢alismamizda, I/R éncesi uygulanan 10001U/kg rhEPO’nun doku
hasarinin  spesifik ve nonspesifik gostergeleri olan biyokimyasal
parametrelerin normale yakin degerlerde seyretmesini saglamistir. Tekli

rejimlerde ortaya konulan AST ve ALT degerlerini karsilastirmada, kombine
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gruba goére daha anlamli istatistiksel veriler bulundugu distnulirse ve tekli
rejimlerden rhEPO’nun ALT Uzerinde ciddi etkisi de g6z éniine alindiginda,
rhEPO oldukga etkili bir ajandir. Fakat bu ¢alismamizdaki patolojik verilerle
tam destek bulamamaktadir. CUnkl patolojik agidan kombine grup harig,
hicbir grupta istatistiksel anlamhlik elde edilememistir. Bunda da ilacin doz-
bagimh etkisinin ilgili oldugu goérugtindeyiz.

ikinci dnemli nokta, rhEPO’nin uygulama zamanidir. Heniiz bu konu
tam olarak netlesmemekle beraber, ¢ogu literatlir verisi iskemiden &nce
uygulandiginda koruyucu etkinin daha anlamh oldugunu gd&stermistir.
Uygulama zamani ile yapilan bir ¢calismada, renal iskemiden 30dak. 6nce,
reperflizyondan 5 dak. dnce ve reperflizyondan 30 dak. sonra olmak 3 farkl
zaman diliminde 300U/kg dozunda rhEPO uygulandigi g6rtlmektedir.
rhEPO’nun iskemi ve reperflzyondan 6énce verildiginde tdbul hicrelerinde
apoptotizisi azalttigini, reperflizyondan 30dak. sonra verilen rhEPO’nun ise
apoptotik hicre sayisini azaltmada anlaml etkinligi olmadigini gésterdiler.
Bunlar arasinda iskemiden 30 dak. énce rhEPO uygulanan grupta AST
degerleri 500U/L ‘nin altinda olup, bu sonuclar calismamizla birebir
Ortismektedir. Fakat yine ayni calismada renal tib0l morfolojisinin korunmasi
acisindan reperfizyondan 30 dak. sonra uygulanan rhEPQO tedavisinin

digerlerine gore daha etkili oldugu belirtilmigtir(40).

rhEPO’nin veriime zamani Uzerine yapilan baska bir ¢calismada ise,
iskemiden 12-24 saat veya 2saat 6nce, iskemi basladiyi zaman veya
reperfizyon basladigi zaman uygulanmasinin kalp Gzerine koruyucu etkisi
oldugunu gbéstermistir(41). rhEPO’nin koruyucu etkisinde verilme zamani
farkliiklarini  karsilastiran  iki calismada ise, sonuglar tartismali
bulunmustur(42).

rhEPO ile ilgili yapilan cgalismalar arasindaki uygulama zamani

arasindaki farklar, doku farkllklari ile beraberlik géstermektedir. Karaciger

I/R hasari Uzerine koruyucu etki iskemiden 5 dak.6nce goérularken, renal
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hasar igin iskemiden 30 dak. 6ncesi, kalp dokusu Uzerine etki iskemiden 1
gun o6ncesinden reperflzyon basglangicina kadar olan herhangibir zaman
diliminde gosterilmektedir. Bu nedenle, rhEPO’nun uygulama zaman
penceresinin  olduk¢a genis oldugunu dislinmekteyiz. Calismamizdaki
patolojik verilerde rhEPO uygulanan grupta hepatositlerdeki dejenerasyonun
oldukga az ve hafif oldugu goéralmektedir. Her ne kadar I/R hasarinin oldugu
kontrol grubuna gére daha pozitif veriler elde edilse de, istatistiksel anlamli
bir sonuca variimamistir. Galismalarda hem karaciger dokusundaki kaspaz
aktivitesine bakilarak hemde nekrotik degisiklikler incelenerek, rhEPO’nin
ciddi koruyucu etkisi gindemdedir. Bu rhEPO i¢in 1000 1U/kg uygulanmasi ile
hucresel oksidatif stresin azalmakla birlikte, dozdaki disikligin antiapoptotik
etkiyi yeterli dizeyde ortaya ¢ikarmadigini gdsterebilir. Karaciger I/R hasari
tzerine rhEPO uygulama zamani ve dozu ile ilgili daha fazla deneysel

calismalara ihtiya¢ oldugu dislincesindeyiz.

rhEPO uygulama yeri olarak literatlirde farkli alanlarda kullanimi olsa
da arada etkili farkin oldugu gésterilmemistir. intraperitoneal, lokal, subkutan
ve damar ici uygulamalar cesitli organlarda kullaniimigtir. Karaciger I/R
hasarinda, lipid peroksidasyonu ile iligkili karaciger koruyucu etkisini
intraperitoneal uygulanan rhEPO ile gdstermistir. Ayni zamanda literatlirde
akciger I/R hasarinda intraperitoneal kullanimi ile rhEPO koruyucu etkisi
gOsterildigi gibi(43), laparaskopide de oksidatif hasardaki iyilestirici etkisi
subkutan kullanim ile gOsterilmigtir(44).

MESNA’nin karaciger iskemi-reperflizyon (zerine yapilan ¢alismada
oksidatif hasarda koruyucu etkisinden bahsedilmektedir. iskemiden 15 dakika
6nce ve reperflyondan hemen 6nce uygulanan intraperitoneal MESNA ile
AST ve ALT ve karaciger dokusunda o6lctilen MDA degerlerinde anlamli
sonuglar elde edilmistir(45). Bizim ¢calismamizda da intraperitoneal iskemiden
15 dak. 6nce uygulanan MESNA’da I/R nedeniyle yikselen AST, ALT
degerlerinde belirgin azalma ve serum MDA degerlerinde de etkili sonuglar
elde edilmigti. MESNA 0&zellikle lipid peroksidasyonu Uzerindeki negatif
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etkisini serum MDA duzeylerindeki diger gruplara goére daha anlamli

istatistiksel veriler ile gbstermektedir.

Literatirde, MESNA’nin barsak mukozasi Gizerine koruyucu etki ile ilgili
uygulama zamani agisindan yapilan calismada, iskemiden 60 dak. 6énce
intraperitoneal verilen 100mg/kg dozun anlamli oldugu go&sterilmistir(46).
Calismada sUperior mezenterik arterde okllizyon olusturarak 30 dak. iskemi
uygulanmaktadir. Bu iskemiyi takibeden 60 dak. reperflizyon periyoduna
girilmektedir. iskemiden 60 dak. dnce, iskemi basladiginda ve reperflizyon
baglangicinda olmak (izere 3 noktada MESNA uygulanmistir. Iskemi
bagladiginda ve reperfuzyon sirasindaki MESNA uygulamasinda fark
bulunmamistir. Ayni  calismada MESNA’nin tedavi edici etkisi icin
intraperitoneal  uygulamadan  bahsedilmektedir.  Pratik  kullanimda
intraperitoneal uygulamanin, yiksek intravenéz enjeksiyona tercih edildigi ve
her iki uygulama icin absorbsiyonun esit oldugunu belirtiimistir. MESNA'nin
iskemi basladiginda veya reperflizyon sirasindaki uygulama arasinda fark
olmamasini ise SMA oklize edildigi icin iskemide enjekte edilse bile bu
etkinin reperflizyonda gorllecegidir. MESNA’nin pik yaptigi plazma
konsantrasyonuna ilk 10 dak. iginde ulasiimakta, buna karsin mesna
disulfid(MESNA’nin barsak ve renal epitelyum hiicrelerinde indirgenmis aktif
formu) serum yarilanma émr0 farelerde intraperitoneal uygulanmasindan 1,5
saat sonra olmaktadir. MESNA’nin iskemiden &nce uygulamasindan
intestinal biopsiye kadar yaklasik 2,5 saatlik bir siire gectiginden, MESNA’nin
intestinal epitelyum Uzerindeki koruyucu etkisi yalnizca ROR Uzerindeki direkt
temizleme eylemi ile degil, ek olarak enterositlerin I/R stresini tolere etmesi
icin bir ¢esit hazirlhik saglamasidir. Bu nedenle iskemiden 60 dak. dnce
etkinligi daha belirgindir. MESNA’nin peritoneal kaviteden hizli absorbsiyona
ugradidi icin, iskemi periyodu siresince biriken ve reperfliizyonda Uretilen
ROR’ni temizledigi bildirilmigtir. Doz agisindan 150 mg/kg kullandigimiz ve
iskemiden 15 dak. 6nce uyguladigimiz MESNA tedavisinde, parankim
hasarini gbsteren biyokimyasal parametreler istatistiksel anlamlilik

gOstermektedir. Ayni zamanda MDA(lipid peroksidasyonunda o6nemli
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gosterge) icin MESNA tedavisinin diger gruplara Gstanliga goérilmektedir.
Parankim hasarinda kullanilan parametreler icin rhEPO ve MESNA arasinda
bir yakinlik varken, lipid peroksidasyonunu énlemede MESNA tedavisinin
astinlagl dikkati cekmektedir(p<0,05). Patolojik olarak istatistiksel anlamlilik
g6stermese de, nekrozun MESNA grubunda sadece 1 dokuda gézlenmesi bu
sonucu desteklemektedir.

Calismamizda tek ajanli veya kombine tedavi iceren tim gruplarda
kontrol grubuna go6re AST, ALT, LDH ve MDA degerlerinde istatistiksel
anlamlilik saptandi. Ama tekli tedavi modaliteleri ile kombine tedavi birebir
karsilastirildiginda AST ve ALT degerlerinde tekli ajan Gstinliga gézlenirken,
LDH ve MDA’da arada fark yoktu. Patolojik verilerde ise sadece kombine
grubun kontrol grubu ile arasindaki farki belirgindir. Biyokimyasal degerler ve
patolojik sonugclar birlikte ele alindiginda tek anlamli grup kombine tedavinin
uygulandigi grup D olarak gbézikmektedir. Sonucta her ne kadar AST ve ALT
degerlerindeki ylksekligi azaltmada tekli tedavilerin etkinligi daha belirgin

olsa da, bunlarin patolojik verilerde yetersizligi s6z konusudur.

MESNA ve rhEPO iki farkli ajan gibi gbézikse de, NF-kB reseptor
Uzerindeki etki bazinda ve lipid peroksidasyonunu &nlemede etki
mekanizmalari benzerdir. Bu iki farkli gérinen ama etki mekanizmalarindeki
birliktegin sinerjik etkiye sebep oldugu disinmekteyiz. Kombine tedavinin
akciger I/R hasari Gzerindeki sinerjik etkinin varligini arastiran bir galismada,
tek ajan rejimli tedavilerden daha disik dozda bile koruyucu etkinin
goruldigl bildirilmektedir. Tabii ki bu etki icin, iki farkh ajanin ayrn
basamaklara ayni mekanizmalarla etkili olmasinin énemi belirtiimektedir.
Literatirde gegcen bir baska kombine tedavide ise Kkaraciger iskemi-
reperflizyon hasari Uzerine melatonin ve N-asetilsisteinin yararli etkisinden
bahsetmektedir(47). Yine literatirde N-asetilsistein ile mannitolin beraber
kullanildigi akciger reperflizyon hasarindaki etkiden bahsedilmektedir(48). Bu
iki ajanda farkli basamaklarla antioksidan etki olusturmaktadir. Bu ¢alismada

da kombine tedavi tek ajan uygulamalarindan daha etkili gézikmektedir.
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I/R hasarinda birden ¢ok yola etki eden ve 6zellikle klinik kullanimda
pratik olmasi nedeniyle bilesik ajanlarla tedavilere deginilmistir. rhEPO
bunlardan biri olarak oldukc¢a etkili bir ajandir. Sadece doku spesifik
reseptorlerinin tanimlanmasi, zamanlamanin netligi ve doz-bagiml etkisinin
net bir sekilde ortaya konulmasi gereklidir. Bu anlamda, ¢alismamizdaki
verilerle iskemiden 6nce 3000 IU/kg ile 50001U/kg verilen dozun etkilerini
daha net ortaya koyacagi goértisindeyiz. Tabii ki bunun (izerine eklenebilecek
yine ayni yapida baska bir molekll ile kombine edilmesinin sonuclari

g6rilmeye degerdir.

Sonug olarak, her ne kadar pleotropik ajanlar(birden fazla yolda etkili
tek bilesik) klinik kullanimda daha avantajli olarak gdsterilse de, kombine
tedavi etkilerin ortaya c¢ikmasinda daha anlamli gibi gézikmektedir.
Reperfliizyon fazindaki tetigi ceken mekanizmada birgok yolda etkili bir ajan
olan rhEPO yerine, hem iskemideki hiicresel degisiklikleri stabilize eden hem

de enflamatuar surece etkili kombine tedaviler daha akla yatkin olabilir..
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