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1. GIRIS

Ekstremite cerrahisinde distal kan akiminin engellenmesi, cerrahi kanamanin
azaltilmasi ve sahanin daha 1yi goriilebilmesi amaciyla siklikla turnike uygulanir. Ancak
turnikenin cerrahi islem sonunda agilmasi “‘iskemi-reperfiizyon hasar’” meydana
getirir'.

Bir organa gelen kan akiminin ¢esitli nedenlerle yetersiz kalmasina ya da
durmasma “iskemi” denir. Iskemi sonucunda oksijenize olamayan dokuda
“hipoksik doku hasarr” gériiliir. Iskeminin siiresine bagli olarak hiicrelerin
biitlinliigii bozulur ve hiicre 6liimii olusur. “Reperfiizyon” ise iskemiden sonra
dokunun yeniden kanlanmaya baslamasidir. Uzun siiren iskemi dénemlerinden
sonra dokularin reperfiizyonu ve oksijenin daha 6nce iskemik kalmis alana hizla
girisi, siiperoksit radikalleri ve hidrojen peroksit gibi serbest oksijen
radikallerinin (SOR) olusumuna yol acgar. Serbest radikaller hiicre zarinda lipid
peroksidasyonuna ve iskelet kasinin damar gecgirgenliginin artmasina yol agabilir.
Bu olaya “reperfiizvona baglh doku hasari” denir. Siiperoksitler, iskelet kasi
damar endotelinde ksantin oksidaz enzimi tarafindan yikim yoluyla tiretilir. SOR
asir1 reaktif ve ¢ok kisa Omiirlii olduklarindan direkt olarak oOlciilebilmeleri
zordur. Lipid peroksidasyon {iriinlerinden biri olan malondialdehit (MDA)
Olgiilmesi en sik kullanilan indirekt 6l¢tim yt')ntemidirz.

Serbest oksijen radikallerinin potansiyel zararlarina, ¢ok sayida hiicre
koruyucu enzimlerle karst koyulur ve antioksidan maddelerle oksijen
radikallerine bagli hasar smirlandirilmaya ¢alisilir. Hiicresel antioksidan

enzimler, antioksidan maddeler ve serbest radikaller arasindaki iliski normalde bir



denge olusturmaktadir. Antioksidan savunmada Oncelikle etkili olanlar;
siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon peroksidaz (GPX) ve glutatyon
rediiktaz gibi enzim yapisinda antioksidanlardir®.

Propofoliin lipid peroksidasyonunu azalttigi ve antioksidan aktiviteyi
artirdigr bilinmektedir’. iskemi reperfiizyon calismalarinda da farkli dozlarda
propofol uygulamalarinin lipid peroksidasyonunu azalttigi gdsterilmistir*°.
Lokosit aktivasyonu ile SOR serbestlesir ve reperflizyona bagli mikrosirkiilatuar
bozukluk meydana gelir. Reperfiizyona bagli olusan oksijen radikallerinin
16kositlerdeki oksidatif DNA hasart iizerine etkisi konusundaki bilgiler sinirlidir’.
Sevofluranin gecici DNA hasar1 yaptigi®’, propofoliin ise bu hasari azalttig:
gosterilmistir'’. Bir genotoksisite testi olan “Tek Hiicre Jel Elektroforez” (THJE)
tekniginde, DNA hasar1 mikroskopik goriiniime gore degerlendirilir''.

DNA hasarmin THJE yontemiyle degerlendirildigi bu arastirma, cerrahi
islem uygulanmasindan kaginabilmek ve sevofluran/propofolii tek ajan olarak
uygulayabilmek amaciyla deneysel olarak planlanmistir. Bu sekilde, cerrahinin ve
anestezik ilag kombinasyonlarinin, sonuglar iizerindeki etkilerinden kaginmak
hedeflenmistir.

Tavsanlarda turnike ile akut alt ekstremite iskemi-reperfiizyon modeli
olusturulan bu ¢alismada amagclarimiz:

1. Iskemi-reperfiizyonun oksidatif stres ve DNA hasar iizerine etkilerini
belirlemek ve bu etkiler arasindaki iligkileri arastirmak,

2. Sevofluran ve propofol anestezilerinin bu etkiler ve iliskiler tizerindeki

etkilerini karsilagtirmaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Turnike

Pnématik turike; kansiz bir ortam saglayarak girisimi kolaylastirmak, kanamaya
bagh kan kaybm azaltarak transfiizyon ihtiyacim azaltmak ve siireyi kisaltmak igin
ortopedik cerrahide sik kullanmhr. Hava ile sisirilen pnomatik turnike ekstremite
cerrahisinde ilk olarak 1904 yilinda Harvey Cushing tarafindan kullanilmistir™'.

Turnike yerlestirildikten sonra basing uygulanmadan 6nce ekstremite iki
dakika siire ile eleve edilir ya da elastik bandajla sarilarak ekstremitenin kan voliimii
bosaltilir. Turnikenin sisirilebilecegi gilivenli basing tam olarak belirlenmemistir.
Dogru basing hastanin yasi, kan basinci ve ekstremitenin boyutuna gore belirlenir.
Ust ekstremitede 135-255 mmHg, alt ekstremitede ise 175-305 mmHg basing
hemostaz saglamak igin yeterlidir. Ust ekstremite igin sistolik kan basmcinin 50-75
mmHg iizeri, alt ekstremite i¢in ise sistolik kan basincinin 100-150 mmHg tizerinde
olmasinin yeterli oldugu 6ne siiriilmektedir™.

Turnike paralizisi; asir1 basing, yetersiz basing sonucu lokal konjesyona
bagli noral hemorajik infiltrasyon, ¢ok uzun siireli turnike kullanimi ve lokal
anatomi gozonline almmadan turnike yerlestirilmesi gibi durumlarda ortaya
cikabilir. Hastanin yas1 ve ekstremitenin vaskiiler durumuna gore farkliliklar
gosterebildiginden, turnikenin giivenli olarak ne kadar siire kalabilecegi tam olarak
ortaya konulamamistir. Bununla birlikte 50 yas alt1 saglikli eriskinlerde turnikenin
iki saatten fazla tutulmamasi Snerilir'".

Turnike uygulanmasinin, cerrahi alanin perfiizyonunu engelleyerek kan

kaybini azaltmasi ve cerrahi islemi kolaylastirmasi gibi avantajlari olmakla beraber,



artan doku 6demi, kas giicii kaybi, noropraksi, yara hematomu, vaskiiler hasar, doku
nekrozu ve kompartman sendromu gibi lokal sorunlar meydana gelebilir.
Kardiyovaskiiler, solunumsal, serebral, hematolojik, metabolik ve viicut 1sisi
degisiklikleri gibi bazi sistemik komplikasyonlar ise turnike uygulamalarmin olasi
dezavantajlaridir'>".

Turnike uygulamasiyla olusan hemodinamik ve metabolik degisiklikler; turnike
fazma (inflasyon-deflasyon), turnike inflasyon siiresine, iskemik alanm biiyiikliigiine,
anestezi yontemine ve hastanin kardiyovaskiiler durumuna gére degisir'~.

Turnikenin uygulandigi siirede ekstremitede iskemi olusurken, turnike
acildiginda oksijenin dokuya yeniden girisiyle reperflizyon donemi baglar.
Insanlarda kansiz bir ekstremite ameliyati i¢in gerekli olan turnike uygulamasi ve

turnikenin operasyon bitimininde agilarak ekstremitenin yeniden kan ve oksijenle

karsilagmasi, iskemi-reperfiizyon hasari i¢in iyi bir modeldir®.

2.2. iskemi

Dokuya kan akimi engellendiginde, hiicresel ve interstisyel 6dem, hiicresel
disfonksiyon ve hiicre oliimiiyle sonuglamr'®. iskeminin neden oldugu nekroza yol
acabilen patolojik siiregler yasami tehdit eden durumlardir. Iskemik kalp hastalig1 gibi
bir durumda oliim nedeni olabilen ve giliniimiizde Ozellikle vaskiiler cerrahi ve

transplantasyon cerrahisinde sikca karsilasilan bir durumdur'®"”.

Oksijen (Oy), hiicre fonksiyonunda temel yakittir. Aerobik metabolizma hiicre
fonksiyonlar1 i¢in gerekli olan yiiksek enerjili fosfatlan saglar. O, yoklugu anaerobik
metabolizma ile sonuglamr ve lokal olarak laktik asit konsantrasyonu artar. Sonugta olusan
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asidoz enzim kinetiklerini degistirir, yiiksek enerjili bilesikler olusturur ve normal hiicre

homeostazini devam ettirmek i¢in hiicrede gerekli enerji kalmaz'® ",

Iskemik nekrozda; plazma membran degisiklikleri, sodyum ve kalsiyum iyon
dengesinin kaybi, asidoz, ozmotik sok, kromatin kiimelesmesi ve niikleer piknoz gelisir.
Cevredeki interstisyum ile ozmotik dengeyi korumak amaciyla sodyum iyonlar1 hiicre
icine hareket ederken potasyum iyonlari hiicreden interstisyuma gecer'®. Bu
degisikliklere, mitokondriyal aktivasyon, oksidatif fosforilasyon ve ATP {iretiminde
azalmanin yol actig1 sentetik ve homeostatik kapasitede azalma eslik eder'”. Bu duruma
sekonder otoliz (lizozomlarin sismesi, endoplazmik retikulumun dilatasyonu ve
vezikiilasyonu, enzim ve proteinlerin kaybi ve hiicresel kompartmanlarin kaybi) gelisir,

membran biitiinliigii saglanamaz ve hiicre liimii (apopitoz) gelisir'”.

2.3. Reperfiizyon

Iskemik dokuda kan akiminmn geri déniisiiyle enerji kaynagi yeniden
saglanir ve toksik metabolitler uzaklastirilabilir. Ancak beraberinde toksik
metabolitlerin sistemik dolasima donmesi ciddi metabolik olaylara neden
oldugundan, reperfiizyonla ciddi doku hasar1 meydana gelebilir' .

Ekstremite iskemisini izleyen reperflizyon sendromu lokal ve sistemik olmak
tizere iki komponentden olusur. Lokal yanit ekstremite édemiyle olusurken, sistemik
yanitlara bagh olarak organ yetmezligi ve 6liim meydana gelebilir. Iskelet kasi iskemiye

olduk¢a dayanikli oldugundan ancak ii¢ saat iskemiden sonra mikrovaskiiler hasara

paralel olarak irreverzibl hiicre hasari baglar’'.



Mikrovaskiiler perflizyonun yetersizligi gelismesinde rol oynayan
patofizyolojik olaylar; intraselliiler kalsiyum artisi, serbest oksijen radikallerinin
olusturdugu hasar ve arasidonik asit metabolizmasindaki degisikliklerdir. Bu stirec,
endotelyumdan parankimal hiicrelerin disfonksiyonuna kadar uzanan irreverzibl hasar
olusturur’. Serbest oksijen radikallerinin olusumu, nétrofillerin sekestrasyonu ve
aktivasyonu iskelet kasinda iskemi reperfiizyon (IR) hasarini olusturan
mekanizmalardir®.

Dolagim durdugunda, iskelet kasinda ATP hipoksantine indirgenir. Es zamanl
artan kalsiyum iyon konsantrasyonu ksantin dehidrogenaz enzimini ksantin oksidaza
(KO) doniistiirtir. Hipoksantini etkileyen KO, hidroksil ve siiperoksit serbest radikallerini
olusturur. Reaktif metabolitler olan serbest radikaller, kapiller permeabiliteyi arttirarak
endotelyal hiicre yapisina zarar verir ve nétrofil kemotaksisine neden olurlar™**.

Iskemik ekstremiteye kan akimimn tekrar baslamasi; kas demi, kas nekrozu
ve kas fonksiyon bozukluguyla sonuglanan biyolojik ve hiicresel olaylari baglatir.
Reperfiize olan ekstremiteden serbestlesen kimyasal mediyatorlerin  dolagima
karigsmasi, mortalite ve morbiditeyi arttirarak, akciger ve bobrek gibi uzak organlarm
hasarlanmasina ve disfonksiyonuna yol aca 1.

Iskemi endotel hiicreleri i¢inde hipoksantin ve ksantin birikimine yol agar.
Ortama reperfiizyon sirasinda yeniden oksijenin girmesi, siiperoksit anyonunun
(O7) ve diger reaktif oksijen metabolitlerinin ortaya ¢ikmasina yol acar. Hidroksil
radikali (OH"), Fe™ veya Cu™ katalizérliigiinde Haber-Weiss reaksiyonu ile veya

sadece Fe™ katalizorliiginde H,O, ile etkileserek (Fenton reaksiyonu) ortaya



cikar. Notrofil aktivasyonu sonrasinda miyeloperoksidaz (MPO), nétrofillerde

HOCI olusumuna yol acar (CAT:Katalaz) (Sekil 1).

ATP

v HOCI ¥
i | amp MPO  HO
s| ¥ 4 CaT
K |Adenozin
E Kzantin dehidrogenas Haz Oy
M Irﬁ?jn Ca™ ¢ proteolizis ﬂ'l.-l( + sop
i] 4 Ksantin oksidaz Xm
wHipoksantin - tin+ 0y

0 P

REPERFUZYON

Sekil 1. iskemi-reperfiizyon mekanizmasi*’

2.4. Serbest radikaller

2.4.1. Tanim1 ve genel 6zellikleri

Serbest radikaller, dis yoriingesinde bir ya da daha fazla paylasilmamig
elektron iceren atom ya da molekiillerdir. Yoriingesindeki paylasiimamis elektron
nedeni ile yarim ya da acgik baga sahip olmasi serbest radikale kimyasal reaktivite
kazandirir®®. Pozitif yiiklii, negatif yiiklii ya da elektriksel olarak nétr olabilen
serbest radikallerin reaksiyona girme olasiliklari elektriksel yiiklerine baghdir®.

Serbest  radikaller, hiicrenin normal metabolizmast  sirasinda
olusabildikleri gibi, antineoplastik ilaclar, anestezik maddeler ve aromatik

hidrokarbonlarin hiicre i¢indeki metabolizmasi sirasinda ve dis etkenler (1s1, 151k,
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radyasyon, hava kirliligi, sigara) etkisiyle de olusabilmektedirler. Yasam stireleri
oldukca kisa olmasina karsin, yapilarindaki dengesizlik nedeniyle diger
molekiillerle kolaylikla elektron aligverisi yaparak onlarin yapilarmi bozarlar®’.
Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en fazla elektron transferi sonucu
meydana gelirler”.
Serbest radikaller {i¢ yolla meydana gelmektedir:
1. Molekiiliin kovalent baginin homolitik kirilmasi sonucu
bag yapisindaki iki elektronun her birinin ayr1 atom iizerinde kalmasi
XY X+Y
2. Normal bir molekiilden bir elektronun kaybi
X— X +e
3. Normal bir molekiile bir elektron eklenmesi

X+e—> X

2.4.2. Serbest oksijen radikalleri

Molekiiler oksijen ve oksijenin en stabil formu olan H,O ile arasinda ii¢
ara basamak bulunmaktadir. Bu ara formlar; siiperoksit (O, ), hidrojen peroksit
(H,0,) ve hidroksil radikali (HO), molekiiler oksijene birer elektron eklenmesi
ile olusurlar, oksijen radikallerinin en reaktif formu hidroksil radikalidir. H,O, ve
singlet oksijen (O;), bu radikallere ek olan reaktif oksijen iriinleridir ancak
radikal degildirler. O,, degistirilmis oksijene doniisiirken; H,O,, demir ve bakir
gibi metal iyonlarin varliginda oksijen radikallerinin iiretimine neden olur. Bu iki

reaktif oksijen molekiilii de potansiyel olarak toksiktir. Radikaller serbest



elektronlarin1 diger bilesiklere verirler ve zincirleme reaksiyonlara polimer

kirilmalarina ve lipid peroksidasyonuna neden olurlar’® (Sekil 2). Oksijen tiirevi

bilesikler, radikal ve radikal olmayan bilesikler olarak iki gruba ayrilir (Tablo 1).

0O,
Oksijen

—

.

—

O,
Stiperoksit

AA

N

2H

+e”

SOD

H,0,

/ Hidrojen peroksit

N

Katalaz

Haber-Weiss

Reaksiyonu >

"OH Hidroksil
radikal

H —
+e”

H,O
Su

2 GSH

iy

GPX

GSSG <«

A A

\\ \

Sekil 2. Reaktif oksijen iiriinlerinin sentezi ve detoksiﬁkasyonu30.



Tablo 1. Oksijen tiirevi bilesikler

Radikaller

Radikal olmayanlar

Hidroksil (HO)
Alkoksil (RO)
Peroksil (ROO)
Siiperoksit ~ (03)
Nitrik oksit ~ (NO)

Azot dioksit  (NOy)

Hidrojen Peroksit  (H,0,)
Singlet Oksijen (0y)
Ozon (03)
Hipoklorid (HOCI)
Lipid Hidroperoksit (LOOH)

Peroksinitrit (ONOO)

2.4.3. Serbest oksijen radikallerinin hiicresel kaynaklari

Icinde bulundugumuz ¢evrede cesitli fiziksel etkenler ve kimyasal olaylar

nedeniyle devamli bir radikal yapimi vardir. Hiicresel kosullarda da onemli bir

miktar ve cesitlilikte radikaller iiretilmektedir’’. Subselliller organeller, yapisal

komponentler ve sitoplazmik olusumlarin hepsi radikal olusumunda rol oynar

32,33

Organizmada bulunan oksijen radikalleri kaynaklar1 Tablo 2’de gdsterilmektedir.
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Tablo 2. Serbest O, radikallerinin kaynaklar®

Endojen Kaynaklar

Mitokondriyal elektron transport sistemi
Mikrozomal elektron transport sistemi
Kloroplast elektron transport sistemi
Endoplazmik retikulum ve niikleer membran elektron transport sistemi
Oksidan enzimler

Ksantin oksidaz

Triptofan dioksijenaz

Galaktoz oksidaz

Siklooksijenaz

Lipooksijenaz
Fagositik hiicreler

Notrofiller

Monosit ve makrofajlar

Eozinofiller

Endotelyal hiicreler

Otooksidasyon reaksiyonlari

Eksojen kaynaklar

Redoks potansiyelli maddeler (paraquat, doksarubisin, alloksan)
Ilag oksidasyonlar1 (parasetamol, karbontetrakloriir)

Sigara

Iyonize radyasyon

Glines 15181

Is1 soku

Okside glutatyon
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2.4.4. Oksijen radikallerinin zararl etkileri

Organizmada c¢esitli reaksiyonlar sonucu olusan serbest radikaller tiim
hiicre bilesenleriyle etkilesirler. Hiicre bilesenlerinin kimyasal modifikasyonlari
metabolik ve yapisal degisikliklere neden olur ve bu degisiklikler hiicre 6liimiine
kadar ilerleyebilir. Bu tiir reaksiyonlar siiresiz olarak siirebildigi gibi serbest
radikalleri kaldiric1 ya da temizleyici bilesiklerin etkisi ile kismen ya da tamamen
ortadan kaldirilabilirler. Serbest radikallerin olusum hiz1 ile etkisizlestirilme hizi
arasindaki denge devam ettigi slirece organizma bu maddelerden
etkilenmemektedir’> .

Viicut tarafindan olusturulan ve ¢evreden alinan pek ¢ok ekzojen igerigin
(ksenobiyotikler) metabolize edilmesi ile asir1 reaktif ara iirlinler olusur. Bu
metabolitler hiicresel yapilarla cesitli yollarda reaksiyona girerler. Ornegin;
kovalent olarak makromolekiillere baglanirlar ya da lipid peroksidasyonunu
stimiile ederler. Bu biyotransformasyon rdélatif olarak etkisiz kimyasallardan
yiiksek reaktif metabolitlerin olusumuna aracilik edebilir. Bu reaktif metabolitler
de metabolik aktivasyon ya da biyoaktivasyona ugrarlar ve toksisiteye neden
olabilirler. Reaktif metabolitler ayrica reaksiyona girerek (6rnegin glutatyon ile)
detoksifiye edilebilirler. Reaktif metabolitler elektrofiliktirler ve hiicresel
niikleofillerle reaksiyona girerek glutatyon, protein ve niikleik asitlere doniisiirler.
Diger reaktif metabolitler serbest radikal olabilirler ya da radikal jeneratorii
olarak oksijenle reaksiyona girerek reaktif oksijen {riinleri olustururlar ve

membranlara, DNA’ya ve diger makromolekiillere hasar verebilirler’® (Sekil 3).

12



Ksenobiyotikler Nontoksik metabolit Eliminasyon

Reaktif metabolit

l

Hiicresel molekiilleri baglama
(Enzim, reseptor, membran, DNA)

/\

Toksisite Hiicresel tamir
(Doku hasari, kanser, fizyolojik degisiklikler) =~ (DNA onarimi, protein sentezi)

Sekil 3. Ksenobiyotiklerin metabolizmasr*®.

Radikal reaksiyonlar1 i¢inde en hassas olani lipidlerle olsa da radikallerin
protein, karbonhidrat, niikleik asit ve sitozolik komponentler gibi
makromolekiillerle etkilesimi durumunda hiicre yap1 ve fonksiyonlarinda énemli
28,2933

degisiklikler goriliir . Hiicre komponentlerinin serbest radikal reaksiyonlari

ve sonuclart Tablo 3’te gdsterilmistir.
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Tablo 3. Serbest radikallerin hedefleri®.

Hedef

Sonug¢

Kiigiik molekiiller, doymamis ve tiol

igeren aminoasitler

Niikleik asitlerin bazlari

Karbonhidratlar

Doymamis yaglar

Kofaktorler

Norotransmitterler

Antioksidanlar
Makromolekiiller
Protein

DNA

Hiyaliironik asit

Protein denatiirasyonu ve ¢apraz baglarin
olusumu, enzim inhibisyonu. Organel ve

hiicre permeabilitesinde degisim

Hiicre siklusunda degisim, mutasyon
Hiicre yiizeyi reseptorlerinde degisim
Kolesterol ve yag asitlerinin oksidasyonu,
lipid ¢apraz baglari, organel ve hiicre
permeabilitesinde degisim

Nikotinamid ve flavin i¢eren kofaktor
aktivitesinde azalma, askorbat porfirin

oksidasyonu

Aktivitede azalma (serotonin, epinefrin

gibi)

a-tokoferol ve B-karotende azalma

Peptid zincirinde kiriklar, denatiirasyon

Sarmal kiriklar, baz modifikasyonu

Sinoviyal s1v1 viskozitesinde azalma

2.4.4.1. Proteinlere etkileri

Proteinler serbest radikal saldirilarina doymamis yag asitlerinden daha az

duyarlidirlar. Cok yogun bir saldir1 olmadikca fazla hasar gormezler®. Serbest
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radikallerin proteinlere etkisi aminoasit i¢eriklerine gore degismektedir. Aminoasit
molekiillerindeki stilfidril ya da amino gruplarinin serbest radikallerle etkilesmesi
sonucunda proteinlerde; aminoasitlerin modifikasyonu, proteinlerin
fragmantasyonu, proteinlerin agregasyonu ve c¢apraz baglanmalar1 gibi yapisal
degisiklikler meydana gelir. En fazla siilfiir igeren aminoasitleri (metionin ve
sistein) olan proteinler etkilenir. Proteinin temel yapisinda meydana gelen
degisme, antijenitesinde degismeye ve proteolize kars1 duyarli hale gelmesine yol
acar. Serbest radikaller membran proteinleri ile de reaksiyona girebilir ve
norotransmitter, enzim ve reseptor fonksiyonlarinin bozulmasina yol
acabilirler’”®.

Protein, gecis metal iyonunu 6zel bir bolgeden baglarsa, ge¢is metal iyonu
H,0; ile reaksiyona girerek OH' radikalini olusturur. OH' radikali de hasar verici
etkisini metal baglanma bdlgesinde ya da ona yakin bolgelerde meydana getirir.
Peroksitlerin ve karbonillerin olusumu proteinlere karsi serbest radikal atagiyla

sonuglanir. Karbonillerin saptanmasi proteinlerde olusan oksidatif hasarin

olciilmesi icin kullanilabilir®.

2.4.4.2. Nikleik asitlere etkileri (oksidatif DNA hasar)

Iyonize edici radyasyona maruz kalinmasiyla olusan serbest oksijen
radikalleri DNA’y1 etkileyerek hiicrede mutasyon meydana getirirler. Bu
etkilesimin yaslanma ve timdr olusumuna neden oldugu son yillarda
gosterilmistir. Cok basamakli bir olusum olan karsinogenezde serbest radikal

reaksiyonlarmin dnemli etkilerinin oldugu belirlenmistir™. DNA, okside edici
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radikaller tarafindan kolaylikla hasara ugratilabilmektedir®. Reperfiizyonun neden
oldugu mikrosirkiilatuar bozuklugun patofizyolojisinde 16kosit aktivasyonunun asil
rolii adhezyon ve serbest oksijen radikallerinin salimmudir’. Sitotoksik etki; biiyiik
oranda niikleik asit baz modifikasyonlarindan dogan kromozom degisikliklerine ya
da DNA’daki diger degisikliklere baghdir. Hidroksil radikali, deoksiriboz ve
bazlarla kolaylikla reaksiyona girer. Aktive olmus nétrofillerden kaynaklanan
hidrojen peroksit, membranlardan kolaylikla ge¢ip hiicre cekirdegine ulasarak
DNA hasarina, hiicre fonksiyon bozukluguna ve ayni zamanda hiicre 6liimiine
neden olabilir. Bu yiizden DNA, serbest oksijen radikallerinin kolay zarar verdigi
onemli bir hedeftir®>">°. Reperfiizyon hasari notrofillerin baskilanmast ile belirgin
olarak azalir. Bu durum toksik oksijen radikallerinin farmakolojik inhibisyonu ve

monoklonal antikorlar ile 16kosit adhezyonunu 6nlemesiyle olusur’.

2.4.4.3. Membran lipidleri iizerine etkileri
Biyolojik sistemlerde doymamis yag asitlerinin serbest oksijen radikalleri

ile oksidasyonu, “lipid peroksidasyonu” olarak adlandirilir®®?.

En duyarh
bilesikler membran fosfolipidleri oldugundan lipid peroksidasyonunun yol ag¢tigi
en 6nemli hasar hiicre membraminda gdzlenir ve geri doniisiimsiizdir™®. Lipid
peroksidasyonu, organizmada olusan bir serbest oksijen radikalinin etkisiyle
membran yapisinda bulunan doymamis yag asidi zincirinin metilen (CH,)
grubundan bir hidrojen atomunun uzaklastirilmasiyla baglar. Boylece yag asidi

zinciri bir “lipid radikali” niteligi kazanir. Olusan lipid radikali reaktif bir bilesiktir

ve bir dizi degisiklige ugrar. Lipid radikali molekiilleri oksijenle etkileserek lipid
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peroksil radikallerini olusturur. Lipid peroksil radikalleri, membran yapisindaki
diger poliansatiire yag asitlerini de etkileyerek yeni lipid radikallerinin olusumuna
yol acarken, kendileri de agiga c¢ikan hidrojen atomlarimi alarak lipid
hidroperoksitlerine déniisiirler®”**.

Membranlarin zedelenmesine neden olan lipid peroksidasyonu hiicrelerde
iki mekanizmayla hasar olusturabilmektedir:

1- Membranlarin anatomik biitiinliigliniin bozulmasi

2- Uretilen toksik bilesiklerin iiretildigi yerden diffiizyonla diger yerlere
ulastirilarak hasara yol agmasi

Lipid peroksidasyonu, biyolojik membranlarda membran akiciliginin
kaybolmasina, spesifik olmayan iyon gecirgenliginde artisa (K',Ca™) neden
olarak, membranlardaki enzimlerin aktiviteleri i¢in gerekli olan tiollerin okside
olmasint ve membran transport mekanizmasinin bozulmasini saglayarak
membranlarin biitiinliigini ve islevini bozar®**',

Aldehit ve MDA gibi lipid peroksidasyonu sonucu olusan iirlinler
difiizyonla olustuklar1 yerden salmirlar’”. Giiniimiizde doku hasarmin en etkin
gostergesi olarak lipid peroksidasyonunun oOl¢limii  gosterilmektedir. MDA,
alkanlar, lipid hidroperoksitler, dien konjugatlari, pentan ve etan gibi {iriinlerin

6lciimii lipid peroksidasyonunun gdstergeleri olarak kabul edilmektedirler*'*.
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2.4.5. In vivo serbest radikal reaksiyonlarinin dl¢iimii

Serbest radikallerin insan hastaliklarindaki yeri ve dneminin giderek daha
fazla anlasilmasi, onlarin ve reaksiyonlarinin 6l¢iimiinde degisik ve alternatif
yontemler bulunmasini gerekli kilmistir. Burada arastiricilarin 6niindeki en biiyiik
problem bu maddelerin asir1 reaktif ve omiirlerinin mikrosaniyeler seviyesinde
kisa olmalaridir. Bu durum onlarin 6l¢limiinii imkansiz hale getirmis ve serbest
radikallerin girdikleri reaksiyonlarda olusan iiriinleri ya da bu reaksiyonlardaki
ihtiya¢ duyduklar1 enzimlerdeki degisiklikleri dlgerek serbest radikaller hakkinda
bilgi edinmeye zorlamistir. Lipid, protein ve DNA ile serbest radikallerin girdikleri
reaksiyonlardaki ¢esitli son {riinlerin saptanmasi, serbest radikallerin in vivo
6lcimiinde genellikle kullanilan yéntemlerdir™.

Ozellikle lipid peroksidasyonu, serbest radikallerin en dnemli patolojik
reaksiyonu oldugundan tercih edilir. Lipid peroksidasyonu, lipid peroksitlerinin
aldehit ve diger karbonil bilesiklere doniismesiyle sona ermektedir. Bu
bilesiklerden biri MDA’ dir>”.

Malondialdehit {ic ya da daha fazla cift bag iceren yag asitlerinin
peroksidasyonu ile meydana gelir ve tiyobarbitiirik asitle Ol¢iilebilir. Bu metod
lipid peroksit iirlinlerinin o6l¢iilmesinde siklikla kullanilir. MDA; yag asidi
oksidasyonunun spesifik ya da kantitatif bir indikatorii degildir, fakat lipid
peroksidasyonunun derecesiyle korelasyon gosterir’ **. Lipid peroksidasyonu ¢ok
zararli bir reaksiyon zinciridir. Membran yapisint dogrudan etkiyerek, dolaylh

reaktif aldehitler iireterek hiicre elemanlara zarar verir’ .
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Malondialdehit olduk¢a mutajen ve karsinojendir. MDA ayrica
prostaglandin biyosentezi sirasinda da bir yan iiriin olarak olusabilmektedir. DNA
ile reaksiyona girerek DNA’nin yapisindaki degisikliklere yol agar®. Serum MDA
diizeyinin belirlenmesi, iskemi-reperflizyon hasarinin siddetini degerlendirmede
yaygin kullanilan geleneksel yontemlerden biridir, ancak duyarhilig1 ve 6zgiinligi

diisiiktiir*.

2.4.6. Antioksidan savunma sistemleri
Serbest oksijen radikallerinin olusumunu ve neden olduklar1 hasari
onlemek i¢in viicutta bir¢ok savunma mekanizmasi gelismistir. Bunlar
“antioksidan savunma sistemleri” ya da “antioksidanlar” olarak adlandirilir.
Antioksidanlar, peroksidasyon reaksiyonlarin1 engelleyerek ve/veya serbest
oksijen radikallerini toplayarak lipid peroksidasyonunu inhibe ederler. Endojen ve
ekzojen kaynakl antioksidanlar olmak iizere iki gruba ayrilirlar’:
A. Endojen antioksidanlar
1- Enzim olanlar; SOD, GPX, CAT, GST, GPX,
mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi
2- Enzim olmayanlar; a-tokoferol (E vitamini), B-karoten,
askorbik asit, melatonin, iirik asit, biliiribin, glutatyon, seruloplazmin,
albumin, transferin, ferritin.
B. Ekzojen antioksidanlar
Allopiirinol, folik asit, C vitamini, troloks-C, asetilsistein,

mannitol, adenozin.
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2.4.6.1. Antioksidan etki mekanizmalari
Antioksidan aktivite i¢in ti¢ farkli mekanizma tanimlanmistir:
1. Radikal karakterin bir reaktif antioksidan aracili radikale
doniisiim formasyonu:
OH+R —» O +RH
Bu reaksiyonla radikal karakterdeki molekiil “antioksidan” bir molekiile
dontstiiriilmektedir. Antioksidan aracili radikal olusumu, oksidan aktiviteye sahip
dogal bir siirectir. Antioksidan aracili radikallerin kimyasal reaktivitesine, O
tokoferoksil radikali araciligiyla low density lipoprotein (LDL)’in lipid
peroksidasyonunun artisi iyi bir 6rnektir.
2. Stabil ya da inert serbest radikal tuzaklarinin olusumu ile serbest
radikalerin engellenmesi
3. Antioksidan enzim aktivitesini taklit eden molekiiller:
Antioksidan aktivite sentetik bilesiklerle ortaya konur. Bu bilesikler
glutatyon peroksidaz ve SOD gibi antioksidan enzimlerin katalizorii olarak rol

aldig1 spesifik reaksiyonlar: taklit ederler®”.

2.4.6.2. Enzim yapili antioksidanlar

Bunlardan GPX hiicrelerin daha c¢ok sitozollerinde bulunur ve hem
hidrojen peroksit (H,O,) hem de organik peroksitlerin rediiksiyonunu saglayarak
membran lipidlerini ve hemoglobini oksidatif hasara karsi korur. Selenyuma (Se)
bagimli ve bagimsiz olmak fiizere iki farkli yapida GPX bulunmaktadir.

Selenyuma bagimli GPX, H,0O, ve organik hidroperoksitlerin glutatyon tarafindan
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indirgenmesini katalize eden peroksidazlardan biridir. Tetramerik 4 Se atomu

iceren sitozolik bir enzimdir’®*.

GPX

H,0,+2GSH GSSG +2 Hy

—
Hidrojen peroksit ve organik peroksitlerin indirgenmesi sirasinda
oksitlenen GSH, baslica pentoz fosfat yolundan saglanan NADPH ve GPX

enzimleri yardimiyla indirgenerek reaksiyonlarin devamliligi saglanir.

ROOH +2GSH —— ROH + GSSG + H,O

Glutatyon

diikt
GSSG+NADPH+H "% ' GSH+ NADP'

Glutatyon peroksidaz, fagositik hiicrelerde 6nemli fonksiyonlara sahiptir.
Eritrositlerde GPX oksidatif strese karst en etkin antioksidandir. GPX
aktivitesindeki azalma, hidrojen peroksitin artmasina ve siddetli hiicre hasarina
neden olur™.

Stiperoksit dismutaz; oksijen tiiketen tlim organizmalarda bulunan bir
metalloproteindir ve substrati olan siiperoksitin hidrojen peroksit ve molekiiler
oksijene doniigiimiinii saglar.

SO
20,+2H" | H,0,+ 0,

H, O, — 'OH
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Bu reaksiyon spontan olarak da meydana gelebilir. SOD ile
katalizlendiginde reaksiyon hiz1 4000 kat artar. SOD’nin iki tipi vardir:

SOD-1; Cu-Zn SOD: Sitoplazmada bulunur.

SOD-2; Mn-Fe SOD: Mitokondride bulunur.

Stiperoksit radikali; lipidlerin otooksidasyonunda, inflamasyonda,
reperfiizyon hasarinda, yaslanmada ve kanserde énemli role sahiptir. Siiperoksit
radikali oksijenin ilk metabolitidir ve direkt kendisi ya da ikincil iirtinleri yoluyla
bir dizi hasara neden olmaktadir. Enzimin fizyolojik fonksiyonu, oksijeni
metabolize eden hiicreleri siiperoksit serbest radikallerinin zararh etkilerine karsi
korumaktir. Bdylece lipid peroksidasyonunu inhibe etmektedir®.

Oksijen kullanim1 yiiksek olan dokularda SOD aktivitesi artmaktadir.
Normal metabolizma sirasinda hiicreler tarafindan siiperoksit anyonu tretimi
artmasina ragmen SOD sayesinde intraselliiler siiperoksit seviyesi diisiik tutulur.
SOD enziminin hiicre dis1 aktivitesi olduke¢a diisiik se:viyededir5 0,

Stiperoksit dismutaz fagosite edilmis bakterilerin hiicre iginde
oldiirtilmesinde de gorev alir. Hiicreyi 6zellikle DNA’y1 radyasyonun iyonizan
etkisine karst koruyucu 6zellik gostermektedir’'.

Katalaz (CAT, H,0O, oksidorediiktaz), biitiin memeli hiicrelerinde
genellikle kan, kemik iligi, karaciger peroksizomlar1 ve diger dokularin
subselliiler organellerinin i¢ kisminda bulunur. Katalaz aktif merkezinde 4 hem
grubu iceren tetramerik yapilt bir hemoproteindir. Katalazin goérevi; hidrojen

peroksiti oksijen ve suya parcalamaktir. Katalaz, peroksidaz aktivitesinin yanisira
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bir molekiil hidrojen peroksidi elektron verici bir substrat olarak, digerini de
oksidan ya da elektron alicis1 olarak kullanabilir.
CAT
2H,0, —* 2H,0+ 0,

Katalazin indirgeyici aktivitesi, hidrojen peroksit metil ve etil
hidroperoksitler gibi kii¢iik molekiillere karsidir. Biiyilkk molekiilli lipid
hidroperoksitleri ise etkilemez®"%.

Glutatyon, vy-glutamil sisteinilglisin  yapisinda olup, karacigerde
sentezlenir. Radikallerle reaksiyona girerek hiicreyi korumasmin yani sira

proteinlerdeki SH gruplarini rediikte durumda tutarak onlar1 oksidasyona karsi

korur®’.

2.5. Genel anestezi yontemleri

Inhalasyon anestezikleri genel anestezinin saglanmasinda en yaygin
kullanilan ajanlardir. Inspire edilen oksijene volatil anestezigin %1 kadar kiigiik
bir oranda eklenmesi bile biling kaybi ve amneziye neden olur™. Eriskinlerde
cerrahi girisimlerde uygulanan en popiiler inhalasyon ajanlar1 sevofluran,
desfluran ve izofluran iken, pediatrik hastalarda halotan ve sevoflurandir’”,
Intravendz anestezide, aralikli bolus uygulamalar yerine belli bir hizla siirekli
intravendz infiizyon uygulandiginda ilaglarin titrasyonu daha giivenilir olarak

saglanir. En sik kullanilan ajanlar; opioidler, benzodiazepinler ve propofoldiir™.
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2.5.1. Sevofluran

Sevofluran ilk kez 1968 yilinda Regan tarafindan sentezlenmis ancak
parcalanma f{iriinlerinin toksik olabilecegi diislincesiyle anestezide kullanimi
sinirlanmigtir. Daha sonralar1 bu anestezik bilesigin toksisitesi ve klinik
Ozellikleri ile ilgili calismalar hizlanmistir>. 1987°de rutin olarak kullanima
girmis olan ancak biyodegradasyon ile ilgili sorunlar nedeniyle ABD’de
kullanimi ancak 1990’1 yillarda yayginlasabilen bir metil propil eterdir®.

Sevofluran dogal bir stabiliteye sahiptir ve oksijen ve azot protoksit ile
birlestiginde yanmaz ve patlamaz. Kanda diisiikk ¢oziiniirliigii nedeniyle hizlh
indiiksiyon ve anestezi derinliginde kontrol kolayligi saglar. Hos kokuludur ve
irritan  degildir’®. Sevofluranin kauguk ve plastiklerde daha az ¢oziniirligi
nedeniyle anestezi devresinden daha az oranda absorbe edilir. Karbondioksit
absorbani olarak en sik kullanilan sodalime ya da baralime ile direkt temasi
sonucunda bilesik A ve B (compound A ve B) meydana getirebilir’’.

Sevofluranin biyotransformasyon iiriinleri hexafluoroisopropanol (HFIP)
ve inorganik florid’dir. Sevofluran insanda %5 konsantrasyonun {iizerinde
uygulandiginda sitokrom P450°nin 2E1 boliimii ile metabolize olarak belirgin bir
sekilde deflorinlenir. HFIP, hizli bir sekilde glukronize edilip idrarla glukronik
konjugat1 olarak atildigindan, dolasimda sadece ¢ok az konsantrasyonda HFIP
bulunur. Bu nedenle sevofluran metabolizma ve metabolik {iriinlerin atilimi i¢in
faz II biyotransformasyona gereksinim duyan tek halojenlenmis inhalasyon
anestezigidir. Inorganik florid konsantrasyonlar1 sevofluran anestezisinin son iki

saatinde pik yapar ve genellikle uygulamadan sonraki 48 saat i¢cinde kontrol
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degerine doner’’. Nefrotoksik plazma pik floriir seviyesi 50 pumol/L olarak
belirlenmistir ve renal yetmezlik icin kritik diizey 90 umol/L olarak bildirilmistir.
Plazma floriir seviyesi 1-3 pmol/L’dir. Ortalama pik serum flor seviyesi
postoperatif ikinci saat i¢inde 10-66 pmol/L iken 24-72 saat igerisinde bazal
diizeye inmektedir’®>®.

Sevofluranin c¢esitli organlar {izerinde olas1 etkilerinin belirlenmesine
karsin genetik materyalle etkilesiminin mekanizmasiyla ilgili kesin veri yoktur.
Ancak genotoksik etkinin sevofluranin karbondioksit absorbanlariyla etkilesmesi
sonucunda olusturdugu bilesiklerden biri olan vinil eter yapisindaki Compound
A’dan ileri geldigi disiiniilmektedir™®.

Sevofluran, doza bagli olarak periferik ve negatif inotropik etkisiyle
kardiyovaskiiler sistemi deprese eder, sistemik vaskiiler rezistansi azaltir’’. Ancak
sistemik vaskiiler rezistans ve arteriyel kan basincimi diisiiriicii etkisi desfluran
veya izoflurandan daha azdir. Sevofluran kalp atim hizini izoflurana gore daha
fazla etkiler. Koroner ¢alma sendromuna neden olmaz. QT intervalini uzatabilir,
ancak bunun klinik 6nemi bilinmemektedir™.

Sevofluran diisiik kan/gaz ve doku/kan katsayilarina sahip oldugundan
alveolar anestezik madde konsantrasyonu iyi kontrol edilebilir. Indiiksiyon
sirasinda alveolar anestezik madde konsantrasyonunda hizli yiikselme ve

anesteziden sonra hizli bir derlenme saglar. Sevofluran solunumu deprese eder ve

izoflurana benzer sekilde solunumu deprese eder®.
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Sevofluran orta serebral arter kan akim hizimi azaltir, epileptik EEG
aktivitesine neden olmaz ve intrakraniyal basinci arttirmaz®. Biitiin inhalasyon
ajanlarinda oldugu gibi serebral metabolizmay: da azaltir™®.

Allaouchiche ve ark® propofol, sevofluran ve desfluranin oksidatif strese
etkisini arastirmislar ve desfluranin oksidatif stresi artirdigini, buna karsin
sevofluranin bir degisiklik olusturmadigini bulmuslardir. MDA diizeyleri
desfluranda artmis, propofolde diisiik konsantrasyonda bulunmus ve sevofluran
grubunda ise degisiklik olmamis. Yine GPX aktivitesi desfluranda azalirken,
propofolde belirgin olarak artmis ve sevofluran grubunda ise deg§ismemis. Bagka
bir ¢alismada da propofol-remifentanil ve sevofluran uygulanan hastalarda klinik
uygulama dozlarinda propofol-remifentanilin oksidatif strese etkisinin olmadigi
ve sevofluranin  eritrositleri  oksidatif strese karst1  koruyabilecegini
gdstermislerdir®’.

Sevofluran kotlii olmayan bir kokuya sahiptir bu nedenle indiiksiyon
saglamak icin kullanildiginda olumsuz bir etkiye yol a¢maz. Sevofluranla
alveoler/inspire edilen konsantrasyondaki artisin hizli olmasi, hizli bir anestezi
indiiksiyonu saglar. Sevofluran hizli bir anestezi indiiksiyonu i¢in hem ¢ocuklarda
hem de eriskinlerde kullanilabilir. Salivasyon, nefes tutma, oksiiriik ya da

laringospazm insidansi halotandan daha diisiiktiir®*®.

2.5.2. Propofol
Propofol ilk kez 1977 de Kay ve Rolly tarafindan anestezi indiiksiyonunda

kullanilmistir. Anestezi indiiksiyonu ve idamesinde kullanilmakla beraber
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ameliyathane i¢i ve dis1 uygulamalarda sedasyon saglama amaciyla da
kullanilmaktadir®.

Propofol (2,6 diisopropilfenol-propofol ya da disoprofol) iki izopropil
grubunun eklendigi bir fenol halkasindan olusur ve alkilfenol grubunda yer alan
bir molekiildiir. Alkilfenoller oda 1sisinda yag konumunda iken akoz
soliisyonlarda  ¢oziinmemektedirler —ancak lipid soliisyonlarda yiiksek
¢Oziiniirliikleri vardir. %1 propofol; %10 soya fasiilyesi yagi, %2.25 gliserol ve
%1,2 saf yumurta fosfatidi seklindedir. Emiilsiyondaki mikrobiyal aktivasyonu
engellemek amaciyla soliisyona disodyum edetat (%0.005) eklenmistir. Bu
formulasyonun pH’s1 7°dir ve viskodz siit beyaz1 rengindedir. Tiim formlar oda
1s1sinda stabildir ve 1s18a kars1 duyarliliklar1 yoktur. Dilue edilmeleri gerektiginde
sadece %35 dekstroz kullanilabilir®.

Propofol karacigerde konjugasyonla suda eriyen bilesikler olan glukuronid
ve sulfata metabolize olur ve bunlar bobrekler araciligiyla atilir. %1 den az kismu
degismeden idrarla atilirken %2’lik kismi ise fegesle atilmaktadir. Metabolitleri
aktif degildir. Propofoliin klirensi hepatik kan akimindan fazla oldugundan
ekstrahepatik metabolizma ya da ekstra renal eliminasyonu oldugu
diisiiniilmektedir®.

Genel anestezi indiiksiyonunda sadece iv uygulama i¢in uygundur. Tek
bolus uygulanim sonrast total kan propofol seviyesi redistriblisyon ve
eliminasyona bagli olarak hizla diismektedir. Bunun nedeni baglangic (2-8 dk) ve

yavas dagilim (30-70 dk) fazlarinin oldukea kisa siirmesidir®.
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Propofoliin farmakokinetigi; yas, agirlik, eslik eden hastalik, es zamanl
medikasyonla degisebilir. Hepatik kan akimini azaltarak kendi klirensini
azaltabilmektedir. Kardiyak debiye olan etkisi ile kompartmanlar arasindaki
klirensi etkileyebilmektedir. Kadinlarda distriblisyon voliimii daha fazla ve
klirens hiz1 yiiksektir ancak eliminasyon yar1 émrii kadin ve erkeklerde aynidir.
Propofoliin klirensi tiyopentalden 10 kat daha hizlidir®®.

Propofoliin yagdaki yiiksek c¢oziiniirliigii, etkisini bir kol-beyin dolasim
zamani igerisinde gostermesini saglar. Cok kisa baslangic dagilim yar1 émriine
(2-8 dk) bagl olarak tek bir bolus dozu takiben uyanma ¢ok hizlidir. Bu 6zelligi
ile giliniibirlik anestezide iyi bir segenek haline gelmistir. Diisiik dagilim
hacminden dolay1 yaghlarda daha diisiik indiiksiyon dozu oOnerilir. Kadinlar
erkeklere gore daha yiliksek doza gereksinim duyarlar ve daha hizli
uyanmaktadirlar. Cocuklar daha hizli klirens ve daha genis santral kompartman
voliimiine sahiptirler®.

Propofol hipnotik bir ajandir. Bu etkisini GABA4 reseptorleri lizerindeki
B subunitine baglanarak gostermektedir. 2.5 mg/kg dozunda iv bolus uygulamada
bir kol-beyin dolasimi siiresinde (yaklasik 1 dk) hipnoz saglar, pik etki 90-100
sn’de olmaktadir®.

Yiiksek inflizyon dozunda kullanildiginda EEG de burst supresyon
yapmaktadir. Propofol bispektral indeks (BiS)’de doz bagimli diismeye neden
olur. Intrakraniyal basinc1 (IKB) normal ya da artmus hastalarda IKB’yi diisiiriir.
Intraokiiler basmci da diisiirmektedir. Propofol inflizyonu sirasinda normal

serebral karbondioksit yanit1 ve otoregiilasyon korunmaktadir. Serebral metabolik
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oksijen gereksinimini %36 azaltmaktadir. Antikonviilzan 06zelligi ile status
epileptikusun sonlandirilmasinda kullanilabilir ve epileptik hastalarda giivenle
uygulanabilir®.

Propofoliin indiiksiyon dozunun ardindan; kullanilan doza, enjeksiyon
hizina ve premedikasyona bagli olarak apne goriilebilir. Opioidlerle birlikte
kullanildiginda apne siiresi uzar. Propofol ile uzamis apne insidansi diger
indiiksiyon ajanlarindan daha yiiksektir®. infiizyonla kullanildiginda tidal
voliimde %40 azalma, solunum sikliginda ise %20 artma meydana gelir.

Propofol iist havayolu reflekslerini tiyopentale oranla daha iyi deprese
ederek paralizi olmaksizin entiibasyon ve laringeal maske yerlestirilmesine
olanak saglamaktadir. Histamin salimimina yol acabilmekle beraber, asmatik ve
astmatik olmayan hastalarda barbitiirat ve etomidatla karsilastirildiginda
wheezing insidansi daha diisiiktiir ve astmatik hastalarda kontrendike degildir®.

Indiiksiyon sirasinda sistemik vaskiiler rezistans, kardiyak kontraktilite ve
preloadda azalmaya ve arteriyel kan basincindaki diisme meydana gelir. 2-2.5
mg/kg’lik indiiksiyon dozunu takiben sistolik kan basincinda 9%25-40 kadar
diisme gozlenmektedir ve benzer azalma ortalama ve diyastolik kan basinglarinda
da meydana gelmektedir®.

Propofol ile kardiyak debi ve kardiyak indeksde %15, stroke voliim
indeksinde %23 ve sistemik vaskiiler rezistansda %19 azalma goriilmiistiir®.
Propofol kalp hizinda degisiklik olusturmamaktadir. Propofol doz bagimli olarak
atropin bagimh kalp hizi degisimlerini de azaltmaktadir. Propofoliin vazodilator

ve miyokardial depresan etkisinin doz bagimli olmasi nedeniyle kan basincindaki
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diisme bolus uygulamalarda infiizyona gére daha belirgindir. Infiizyon sirasinda
miyokardial kan akim1 ve oksijen tiiketimi oran1 belirgin olarak azalir®.

Propofol, lipid peroksidasyonunu onleyen biitillenmis hidroksitoluen ve
endojen antioksidan olan a-tokoferole (E vitamini) benzeyen antioksidan bir
etkiye sahiptir ve bu etkinin anestezik konsantrasyonlarda goriildiigi
bildirilmistir. Serbest radikallerle birlesip fenoksil radikali olusturarak
antioksidan rol oynar*>®. Fenol bazli antioksidanlar (R-OH), serbest radikal
tiikketicileri (X°) ile hidrojen ¢ikararak fenoksil radikallerini (R-O’) olustururlar ve
bu reaksiyon diislik reaktiviteye sahiptir.

R-OH+ X' —» R-O'+ XH

Propofoliin, permanganatla okside edildiginde benzer yol ile davrandig1 ve
fenoksil radikallerinin olustugu gdsterilmis®®. Propofoliin antioksidan etkinliginin
doz bagimli oldugu ve 60 ug/mL’nin altindaki konsantrasyonlarda antioksidan
etkinin azaldigini ileri stiriilmiistir®”.

Propofol lipid peroksitlerinin olusumunu inhibe eder ve MDA iiretimini
azaltir®®. Propofoliin antioksidan etkinligini gdsteren bircok calismada oksijen
radikallerinin neden oldugu lipid peroksidasyonunun bir ara iiriinii olarak ortaya
¢tkan MDA seviyesi, tiyobarbitiirik asit reaksiyonlar iizerinden degerlendirilmis
ve MDA seviyesindeki azalma, serbest oksijen radikallerinin azalmasinin indirekt
gostergesi olarak yorumlanmustir®'. in vitro bir ¢alismada propofoliin karaciger
mikrozomlari, mitokondri ve beyin sinaptozomlarinda oksidatif stresle

indiiklenen lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi gosterilmis®.
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Propofol 6zellikle lipofilik membranlarda olmak {izere biyolojik
membranlarda birikerek dokularin oksidatif strese kargi savunmasimni artirir’.
Oksidatif stres; aerobik metabolizma sirasinda iiretilen ve yine endojen olarak
tiikketilen serbest oksijen radikallerinin {iretim ve tiiketimi arasindaki denge
bozuklugu ile ortaya c¢ikmaktadir. SOD ve GPX 6nemli antioksidan enzimler
olup, seviyelerindeki artis antioksidan potansiyelin arttigin gostermektedir’’.
Propofol terapotik dozda kullanildiginda, iskemi-reperfiizyona baglh lipid
peroksidasyonunu azaltir.

Anestezi indiiksiyonu, idamesi ve sedasyon amaciyla kullanilmaktadir,
Propofol hem bolus hem de siirekli infiizyon seklinde anestezi idamesinde
kullanilabilen bir ajandir. Indiiksiyon dozu 1-2.5 mg/kg ve premedikasyonsuz
erigskin hastalarda EDgs degeri 2.25-2.5 mg/kg’dir. 60 yasin iizerinde EDgs dozu
premedikasyonsuz hastalarda 1.75 mg/kg, premedikasyon uygulananlarda 1
mg/kg’dir. Infiizyon hizi indiiksiyon dozunun ardindan genellikle 100-200
ng/kg/dk’dir. 30 pg/kg/dk tizerindeki inflizyon hizinda genellikle amnezik etki

gostermektedir ve sedasyon amaciyla kullanilabilir®.

2.6. Anestezi derinliginin monitorizasyonu

Anestezinin ylizeyel olusu, agrili uyarilara verilen néroendokrin ve refleks
yanitlar1 yeterince onleyemedigi i¢in zararli olabilir. Derin anestezi ise vital
fonksiyonlar1 asir1 baskilayarak, hemodinamik dengenin bozulmasi ile birlikte
uyanma doneminin uzamasit ve bunlara eslik edebilen bir¢ok vital problemi

bereberinde getirmektedir™.
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Elektroansefalografi (EEG), subkortikal talamik nukleus tarafindan
kontrol edilen toplanmis eksitator ve inhibitér postsinaptik aktiviteden
kaynaklanan kortikal elektriksel aktiviteyi gosterir®. Bispektral indeks (BIS),
EEG sinyalinin bilesenleri arasinda akut faz c¢iftlesmesinin derecesini
sayisallagtiran bir yorum yoOntemidir. Sedasyon ve hipnoz seviyesi,
frontotemporal bolge iizerine yerlestirilen bir algilayici yardim ile BIS
monitériinden 0-100 arasinda sayisal deger olarak izlenebilir’'. BIS
monitorizasyonu ile daha iyi derlenme kosullarinin olustugu ve maliyetin
azaltilabildigi bildirilmektedir’*. Tavsanlarda, propofol anestezisinde sevoflurana

gore daha yiiksek BIS degerleri elde edilmistir’>.

2.7. Anestezide ve toksikolojide hayvan deneyleri

Toksikolojik arastirmalarda insanin model olarak kullanilmasi; maliyeti
yiiksek, deney i¢in kullanilacak doz miktarinin sinirli olusu ve deney kosullarinin
olusturulmasindaki zorluk gibi dezavantajlar1 nedeniyle ideal degildir. Ayrica
insanda asetilasyon ve laktoz metabolizma oranlari da 1rksal farklilik
gostermektedir. Sicanlar, toksikoloji calismalarinda en sik kullanilan hayvan
tiiridiir. Ancak boyutlar1 nedeniyle alinabilen kan miktar1 kisith oldugundan,
tekrarlanan kan 6rnegi gereken ¢alismalar icin uygun degildir’.

Solunum sayisinin yiiksek olusu, inhalasyon ajaninin alimini artirarak
dozun kontrol edilebilirligini zorlagtirir. Tavsanlarin solunum hiz1 30-55 soluk/dk

arasinda degisir ve fare ve siganlarin solunum sayisindan daha diisiiktiir. Insan ve
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tavsan solunum sayilar1 ile birlikte, fizyolojik ve biyokimyasal Ozelliklerinin
karsilastirilmasi Tablo 4’te goriilmektedir.

Intravendz anestezik ajanlardan olan propofol infiizyon ya da tekrarlayan
dozlarda kedi ve kopeklerde kullanilmistir. Propofol; hizli etki, kisa anestezi
siiresi ve tekrarlayan dozlarda minimal birikici etkisi nedeniyle tavsanlarda uzun
siireli anestezilerde uygun ajandir’’. Hayvan calismalarinda maske inhalasyonu
ginde 6 saatten, haftada bes giinden fazla uygulanmamalidir’®. Turnike
uygulamasina bagl iskemi-reperfiizyonu arastirilan hayvan deneylerinde denek
olarak tavsan kullanilmasimin nedeni ise, alt ekstremitedeki kas kitlesinin diger
hayvan tiirlerinden daha fazla olmasidir. Tavsanlar i¢in 6nerilen ¢evresel kosullar,
16-20 °C oda sicakligi, %50-60 arasinda nem orani, 14 saat aydinlik, 10 saat

karanlik periyodu olarak belirlenmistir’.
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Tablo 4. insan ve tavsan fizyolojisi ve biyokimyasimn karsilastiriimasi’®

Insan Tavsan
Kan Basinci (Sistolik/ Diastolik) 120/80 mmHg 120/80 mmHg
Kalp atim hiz1 60-80/dk 180-270/dk
Solunum hiz1 12-20/dk 32-60/dk
Tidal voliim 500 mL 21 mL
Dakika voliimii 70-80 mL/kg 55.6-57.3 mL/kg
Rektal 1s1 36.5-38.2 °C 38-41°C
Total kan voliimii 80-85 mL/kg 57.7-70 mL/kg

Hemoglobin 12-17.2 g/100 mL 12.9-13.4 g/100 mL
Eritrosit say1s1 4.70-5.20(x 10%mm’) 6.26-6.30 (x 10%mnr’)
Kan pH 7.35-7.45 7.21-7.57

pCO, 35-45 mmHg 20-46 mmHg
HCO; 24-27 mmol/L 17 mmol/L

CO, konsantrasyonu

20-32 mmol/L

11-25 mmol/L

Serum glukozu

75-110 mg/dl

80-110 mg/dl

Kan {ire nitrojeni

7-30 mg/dl

5-20 mg/dl

Serum sodyum

135-146 mEq/L

140-145 mEq/L

Serum potasyum 3.5-5.3 mEq/L 5-7 mEq/L
Serum klortir 96-106 mEq/L 105 mEq/L
Serum kalsiyum 8.5-10.3 mg/dl 9-12 mg/dl
Serum magnezyum 1.8-3.0 mg/dl 2.7 mg/dl
Serum fosfor 2.5-4.5 mg/dl 5-6 mg/dl
Serum protein 6-8.5 g/l 7.2 g/dl
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2.8. Inhalasyon anestezikleri ve genotoksisite

2.8.1. Genetik materyalin yap1 ve 6zellikleri

Temelde canlilar prokaryot ve 6karyot olarak ikiye ayrilirlar. Okaryotlar
prokarotlardan aywran en Onemli Ozellik, genetik materyallerini olusturan
kromozomlarin bir g¢ekirdek zar1 ile cevrili olmasidir. Genetik bilgi ¢ekirdek
disinda, sitoplazmada bulunan mitokondrilerde bulunur. Okaryotik hiicreler her
kromozomun iki kopyasini tagidiklari i¢in diploid, tek kromozom kopyasi tagiyan
prokaryotik hiicreler ise haploid olarak adlandirilirlar. Bir insan genomu 22 ¢ift
otozom, bir ¢ift cinsiyet kromozomundan olusur’’.

Niikleik asitler protein gibi polimerik yapiya ve kalitsal bilgi tasima
yetenegine sahiptir. Niikleik asitlerin yapi tagi olan niikleotidler; bir fosfat grubu,
riboz (RNA) ya da deoksiriboz (DNA) olarak adlandirilan bes karbonlu seker ve
sekerlerin birini karbonuna glikozidik bagla tutunmus bazlardan olusur. DNA,
bazlar arasi hidrojen baglari ile birbirine tutunmus iki zincirden olusur’®. Yiiksek
1s1 ve asir1 pH derecelerinde DNA yapisi, hidrojen baglarinin ¢dziilmesi ile tek
iplikli hale gecer (denatiirasyon), ancak tek iplikli DNA hidrojen baglar1 kurarak

tekrar cift iplikli hale gecebilir (renatiirasyon)” .

2.8.2. Mutasyonlar:

DNA’da ortaya cikan siirekli degisiklere “mutasyon”, mutasyona neden
olan etkenlere ise “mutant” denir. Mutasyonlar; genom mutasyonlari, kromozom
mutasyonlar1 ve gen i¢i mutasyonlar olarak meydana gelebilirler. Mutasyonlar

ayrica; somatik ve genetik mutasyonlar olarak ikiye ayrilir.
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2.8.3. Genotoksisite:

DNA vyapisinda degisiklik olusturabilen ya da kiriklara neden olabilen
cesitli fiziksel ve kimyasal ajanlarin bu yolla olusturduklar1 hiicresel
disfonksiyonlar1 kapsar. Bu mutasyonlar kanser gibi cesitli bozukluk ve

hastaliklara eslik edebilir®.

2.8.4. Anestezik gazlarin kromozomlara etkileri

Ameliyathanede calisan kadinlarda; spontan abortus, artmis kanser riski,
cocuklarinda anomaliler, erkeklerde spermatogenez bozukluklari, kromozom yapi1
bozukluklari, olusan patolojilerden bazilaridir®'. Ameliyathane ortaminda DNA

hasari icin en fazla suclanan ajanlar inhalasyon anestezikleri ve nitréz oksittir®>®**.

2.8.5. Tek hiicre jel elektroforez yontemi

DNA hasarin1 arastirmada insan hiicrelerinin en sik kullanildig: testler
Sister Chromatid Exchange (SCE) ve tek hiicre jel elektroforez yontemi (THJE)
olarak da adlandirilan “comet teknigi’dir. Bu tekniklerle DNA sarmal kiriklari
hassas, hizli ve giivenilir bir sekilde saptanabilir®™™®®. THJE yontemi; DNA hasar
ve onarimini ve mekanizmalarini pek cok deneysel sartlarda inceleyebilir®”*®.,

Normal lenfositler; yuvarlak, kenarlar1 daha az yogun olmak iizere ortada
parlak goriintimlii ¢ekirdek vardir. DNA kiriklarinin ¢ekirdek disina gogiiniin
baslamasiyla diizensiz kenarli bir gorliniim kazanir. Hasar arttikca lenfositler

kuyruklu yildiz (Comer) seklini alirlar®. Lenfositlerde oksidatif DNA hasari

gorilntiileri Resim 1’°de verilmistir.
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A: 0 B:1 C:2

D:3 E: 4

Resim 1. Oksidatif DNA hasari goriintiileri.
0: Normal hiicre, 1: Minimal hasarli hiicre, 2: Migrasyon olusmus hiicre, 3: Hasar ve migrasyon

artmus hiicre, 4: Bitiinliigiinii kaybetmis ve migrasyon uzunlugu artmis hiicre.

Hasarin siddetine gore hiicrenin mikroskopik goriintiisiinde merkezden
kenara dogru uzama meydana gelir. Kuyruktaki floresan yogunlugu (7ail
intensity) hasarin derecesiyle paraleldir. Goriintii analizinde; go¢ etmis hiicreler
kuyruk uzunluklarina (7ail length) gore smiflandirilarak ayirt edilebildikleri gibi,
bilgisayar sistemine sahip goriintii analiz sistemiyle kuyruktaki DNA ylizdesi

(Tail moment) Slgiilebilir™.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Gazi Universitesi Rektorliigii Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu
tarafindan G.U.ET-07.040 kod numaras1 ile onaylanmustir. Gazi Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri tarafindan 01/2007-84 kod numarasi kabul edilmis

ve desteklenmistir.

3.1. Denek secimi

Arastirmamiz etik kurul izni alindiktan sonra (25.06.2007) Gazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma Laboratuvari’nda Mart-2008’de
gergeklestirildi. Calismada 7 aylik 3000 += 1000 g agirlifinda 14 adet beyaz Yeni
Zelanda tavsani kullanildi. Tavsanlar en fazla ikiser adet olmak iizere standart
kafeslere yerlestirildi, deney Oncesi en az on giin laboratuvarda bekletildi ve
standart laboratuvar diyetiyle beslendi. Onikiser saatlik gece giindiiz siklusu

uygulanarak ortama adapte olmalar1 saglandi.

3.2. Kullanilan yontemler

Tavsanlar rastgele birinci grup (Grup S) sevofluran, ikinci grup (Grup P)
ise propofol olmak tizere iki esit gruba ayrildi.

Anestezi verilmek iizere hazirlanan tavsanlar tartilarak, BIS elektrotlarini
ve damar kaniillerini yerlestirmek amaciyla alin ve kulak tiiyleri traglandi (Resim
2). Kulak arterinden 22G intraket (Bigakcilar B-CAT?2, Istanbul, Tiirkiye) ile
kaniilasyon yapilarak kontrol kan Ornekleri alindi (Resim 3) ve invazif arter

basing sistemine baglandi. 22 ya da 24G intraket ile marjinal kulak veninden
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damar yolu agilarak 5 mL/kg/sa serum fizyolojik infiizyonuna baslandi (Resim 4).
Ayarlanabilir 1sitict kullanilarak calisma siiresince deneklerin viicut 1sisinin 38-

41°C arasinda kalmas1 saglandi.

Resim 2. Tavsamin tartilmasi

Resim 3. Kulaktan intraarteriyel kateter yerlestirilmesi
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Resim 4. Kulaktan intraven6z Kkaniil yerlestirilmesi

Deneklerin  solunum sayilari, arteriyel transducer (Sasan Medical
Disposible Products pressure set, Deutschland) ile kan basinglar1 ve kalp atim
hizlar1 monitérize edildi (Nihon Cohden, Life Scope BSM-5135K, Japonya). Sol
iist ekstremitesine puls oksimetre probu yerlestirilerek periferik oksijen
satiirasyonu (Sp0O,) izlendi (Resim 5 ve 6). Daha 6nceden traglanmis olan alnina
BIS probu (BIS pediyatrik sensér, Aspect Medical Systems, Inc. Norwood, USA)
yerlestirildi. Indiiksiyon, sevofluran grubunda %100 oksijen ve %7-8 sevofluran
karisimi ile inhalasyon yoluyla (Resim 7), propofol grubunda ise 1-2 mg/kg/dk
infiizyona baslanarak saglandi (Resim 8). Indiiksiyonun yeterliligine kornea
refleksinin ve gz hareketlerinin kaybolmasi ve BiS<60 olmas ile karar verildi.
Sol yan pozisyona getirilen hayvanin sag alt ekstremitesinin vendz dolasimi
esmarch bandaji ile bosaltilarak turnike uygulandi (Pediatrik mangon No:2, De
Royal 200 Debusk Lane Powell, TN 37849 USA) ve 200 mmHg basingta sisirildi
(ERKA, sphygmomanometer-Germany) (Resim 9). Anestezi idamesi sevofluran
grubunda %100 oksijen ile %2.5-4 sevofluran, propofol grubunda ise %100
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oksijen ile 1-2 mg/kg/dk propofol inflizyonu (infiizér Baxter, ABD) ile saglandi.
Gaz karisimi agik sistemde (Intersurgical 500 mL complet respiratory systems,
Wokingham Berkshire, England) 4 L/dk akim hizinda, yiiz maskesi (No:1, seffaf)

kullanilarak anestezi cihazindan uygulandi (Dameca No:10750 /223, Denmark).

Resim 5. Puls oksimetre probunun yerlestirilmesi

Resim 6. Monitor ve anestezi cihazinin genel goriiniimii
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Resim 7. Sevofluran inhalasyonuyla indiiksiyon

Resim 8. Propofol infiizyonu ile indiiksiyon

Resim 9. Turnike uygulanmasi
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Anestezi idamesi BIS %40-60 arasinda tutulacak sekilde saglandi1 (Resim
10 ve 11) ve SpO;, en az %94 olacak sekilde spontan solunuma izin verildi.
Cerrahi bir islem yapilmaksizin 120. dk bekledikten sonra turnike agilarak
anesteziye son verildi.

Indiiksiyonun 1. (kontrol) ve 5. dk (Ind 5. dk), turnike sonras1 1 (TS 1), 5
(TS 5), 10 (TS 10), 15 (TS 15), 20 (TS 20), 25 (TS 25), 30 (TS 30), 40 (TS 40),
50 (TS 50), 60 (TS 60), 70 (TS 70), 80 (TS 80), 90 (TS 90), 100 (TS 100), 110
(TS 110), 120. (TS 120) dk ve turnike agildiktan sonra 1(TAS 1) ve 5. (TAS 5)
dk’da; kalp atim hiz1 (KAH), sistolik arteriyel basing (SAB), diyastolik arteriyel
basing (DAB), ortalama arteriyel basing (OAB), periferik oksijen satlirasyonu
(Sp0,) ve BIS degerleri kaydedildi. Indiiksiyon ©ncesi deneklerin
immobilizasyonu saglanamadiglr icin indiiksiyon Oncesi kontrol oOl¢limleri
yapilamadigindan indiiksiyon 1. dk degerleri kontrol degeri olarak kabul edildi.
Kantilasyon sirasinda alinan kontrol kan 6rneklerine ek olarak; turnike agilmadan
onceki 120. dk’da, turnike agildiktan sonra 15. ve 120. dk’larda arter kan
ornekleri alindi. Alinan her bir kan 6rnegi: DNA hasar1 tayini i¢in 3 mL heparinli
tiiplere, MDA tayini i¢in ise 2 mL’lik EDTA’l tiiplere ayrildi. DNA hasar1 tayini
icin alinan kan oOrnekleri 24 saat icinde laboratuvar incelemesi tamamlanacak
sekilde ilgili laboratuvara teslim edilirken, MDA tayini i¢in alinanlar ise santrifiij
edilip plazmalar1 ayrilarak -80°C’de saklanda.

Deney sonunda deneklere &tenazi uygulanmadi ve canli olarak

laboratuvara teslim edildi.
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Resim 10. BIS probunun yerlestirilmesi

Resim 11. BIS monitérizasyonu

Plazma MDA diizeyi, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Biyokimya laboratuvarinda, tiyobarbitlirik asitin MDA ile reaksiyon vermesi
esasna dayanan kolorimetrik yontem uygulanarak 6lciildi®®. Glutatyon
peroksidaz diizeylerinin tayini planlanarak, ilgili kit proje kapsaminda alinmis ve
laboratuvara teslim edilmis olmakla birlikte, yapilan analizler sonucunda teknik

problemler nedeniyle degerlendirme yapilamadigi belirtildi.
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3.3. Tek hiicre jel elektroforez uygulamasi:

Tam kandan lenfosit izolasyonu i¢in ependorf tiiplere 1 mL Tc-199
konuldu ve heparinli kandan 150 pl eklenerek karistirildi. Lenfosit ayirma
soliisyonu enjektdrle tiiplin dibinden ilave edilerek mikrosantrifiij cihazinda 3000
devirde 5 dk cevirildi. Tiipte olusan ii¢ tabakadan ortadaki bulut goriinlimiindeki
“buffy coat” tabakasi pipetle alinarak baska bir ependorf tiipe aktarildi. Bu tiipe 1
mL Tc-199 ilave edilip yeniden santrifiij edilerek, lenfositlerin tiiplin alt
boliimiinde kalmasi saglandi. Lamlar Yiiksek kaynama dereceli agaroz (YKA)
i¢ine batirilip kurumaya birakildi. Agarozun katilagsmasi i¢in buz torbasi iizerinde
10 dakika bekletildi. 60 derecelik su banyosunda eritilmis diisiik kaynama
dereceli agaroz (DKA)’dan 75 pl, 120 pl tam kandan elde edilen lenfositler
tizerine eklenip karistirildi. Bu karistmin 70 ul’si pipet yardimi ile YK A1 tabaka
tizerine ilave edildi ve lamelle kapatildi. Buz torbasi lizerinde 10 dk bekletildi.
Lamel kaldirilip 70 ul DKA eklendi. Buz torbasi tizerinde tekrar 10 dk bekletildi.
Lameller kaldirilip lamlar petri kutusuna alindi. Lizing soliisyonundan ilave
edildi ve bir saat sogukta (+ 4°C) bekletildi. Lizing soliisyonu hazirlamak i¢in 8.9
mL lizing soliisyonu 1 mL dimetilsiilfoksit (DMSO) ve 1 pl triton ¢ozeltisi
kanistirildi. Lamlar elektroforez tankina yerlestirilip seyreltik elektroforez
tamponu ilave edildi (seyreltik elektroforez tamponu icin stok elektroforez
tamponundan 50 mL aliip 500 mL’lik balon jojede distile su ile tamamlandi).
Tank calistirilmayip 40 dk seyreltik elektroforez tamponu iginde bekletilerek
(DNA sarmalinin ¢6ziilmesini saglamak amaciyla), 25V-300mA’de cihaz

calistirilip 20 dk kadar islem siirdiiriildii. Boylece hasarli DNA’nin anoda dogru
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gogmesi saglandi. Bu islemler ek DNA hasarinin olusmasini onlemek igin,
yumusatilmis sar1 151k altinda gerceklestirildi. Lamlar kuru zemine almip
tizerlerine beser dakika arayla {li¢ kez noétralizasyon tamponu eklendi. Preparat
tizerine, floresan renk vermesi i¢in 50 pl ethidium bromid damlatilarak 30 dk
bekletildi. Lamelle kapatilip 30 dk bekletildi ve mikroskop ile degerlendirildi.
Lamlar Comet Goriintii Analiz Programi (COMET 111, Perceptives-UK)
kullanilarak floresan mikroskopta 40x biiylitmede degerlendirildi. Bunun i¢in her
ornek icin iki lamdan (25x2) toplam 50 hiicre sayildi. Okiilere yerlestirilen mikron
seviyesinde  Ol¢lim  yapabilen cetvelden yararlanilarak  gerceklestirilen
mikroskopik goriintii analizinde; kuyruktaki DNA yiizdesi (7ail moment), gog
etmis hiicrelerin kuyruk wuzunluklart (7ail length) ve kuyruktaki floresan
yogunlugu (7ail intensity) incelenerek oksidatif DNA hasar1 degerlendirildi

(Resim 12).

Resim 12. Lenfositlerin mikroskopik goriiniimii, 40x. a)Normal lenfosit, b)Lenfositte DNA

hasarina bagh kuyruklu yildiz (comet) goriinimii
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3.3.1. Kimyasal maddeler

e Sodyum kloriir (NaCl) (Merck)

* Potasyum kloriir (KCIl) (Merck)

* Dimetilsiilfoksit (DMSO) (Merck)

*  Sodyum hidroksit (Merck)

* Potasyum hidroksit (Merck)

* Fosfat tampon tabletleri (PBS) (Sigma, P-4417)

* Histopaque 1077 (Sigma, 1077-1)

* Disiik kaynama dereceli agar (LMA) (Sigma, A-4018)
* Yiksek kaynama dereceli agar (HMA) (Sigma, A-7174)
» Etilendiamin tetraasetikasit (EDTA, Sigma, ED2SS)

e Trizma Base (Sigma, T-1503)

e Triton-X 100 (Sigma, 9002-93-1)

* Etidyum Bromiir (Sigma)

3.3.2. Alet ve malzemeler

* pH metre

e Terazi

e 2000 derecede sabit kalabilen mikrosantrifiij

» Elektroforez tanki (yatay jel elektroforez tanki)

* Otomatik pipet

e 515-560 nm eksitasyon filtreli, 590 nm bariyer filtreli, 100 W civa

lambal1, kamera atagmanli fotograf makineli mikroskop
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* Su banyosu

* Mikrosantrifiij tiipii (1.5 mL)

* Buzdolab1

* Laboratuvar saati

* Meziir, pipet, lam kutusu, lamel, petri
* Buz kutusu

» Siyah-beyaz film ( 100 ASA)

* Balon joje, beher, erlen

* Pens, kagit bant

3.3.3. Cozeltiler

» Lizing soliisyonu (146.1 g NaCl, 37.2 g EDTA, 1.2 g tris, 1.3 g sodyum
sarkosinat) tartithip 1000 mL distile suda ¢oziillip, ¢ozeltinin pH’s1
NaOH ile 10’a ayarlandi. Her deneyde kullanilmak iizere taze olarak
17.8 mL lizing soliisyonu tizerine 0.2 mL Triton X-100 ve 2 mL DMSO
ilave edilerek sogukta bekletildi.

* Notralizasyon tamponu: 24.25 gr tris 500 mL distile suda ¢oziilerek
pH’s1 IN HCl ile 7.5’a ayarlanip oda 1sisinda saklandi.

* YKA: 1 tablet PBS, 500 mg DKA, sicak distile suda ¢oziilerek 100
mL’ye tamamlandi.

« DKA: 1 tablet PBS, 500 mg YKA, sicak distile suda ¢oziilerek 100

mL’ye tamamlandi.
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* Stok etidyum bromid (boyama soliisyonu), 10 mg Etidyum Bromid 50
mL distile suda ¢oziiliir.

* Seyreltik etidyum bromid soliisyonu: Stok boyama soliisyonundan 1 mL
almarak, distile suyla 10 mL’ye tamamlanir. Aliiminyum folyoya
sarilarak karanlikta saklanir.

» Stok elektroforez tamponu (120 g NaOH, 3.72 g EDTA), distile suyla
1000 mL’ye tamamlandi.

* Seyreltik elektroforez tamponu: Stok elektroforez tamponundan 50 Ml

almarak distile su ile 500 mL’ye tamamlandi.

3.4. Istatistiksel degerlendirme

Istatistiksel degerlendirmeler SPSS 15.0 bilgisayar prograni kullanilarak
gerceklestirildi ve veriler ortalama =+ standart sapma (ort+SS), (en az-en ¢ok)
olarak sunuldu.

Grup i¢i kontrol degerlere gore zamana bagl degisimler, Paired t testi ve
Wilcoxon-X testiyle, gruplar arasi karsilastirmalar ise Student’s t testi ve Mann-
Whitney U testi ile karsilastirildi. Tail moment, tail length ve tail intensity ile
MDA arasindaki iliski ise Pearson korelasyon analizi ile degerlendirildi. P<0.05

anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda incelenen 14 denekten olusan iki grup arasinda viicut

agirliklar1 bakimindan fark yoktu (Tablo 5).

Tablo 5. Deneklerin agirhiklar: [Ort+SS, (en az-en ¢ok)]

Grup S
(n=7)

Grup P
(n=7)

Agirlik ()

2734.29+162.07
(2480-2960)

2872.86+137.56
(2600-3010)

Gruplarin SpO, degerleri hicbir Ol¢lim zamaninda % 94’iin altina

diismedi. BIS degerleri gerek anestezi indiiksiyonunda gerekse anestezi

idamesinde % 40-80 arasinda kaldi.

Gruplara ait KAH ortalamalar1 Tablo 6’da verildi. KAH ol¢limleri ile elde

edilen degerler karsilastirildiginda ayni grup icindeki ve gruplar arasi verilerin

benzer oldugu bulundu.
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Tablo 6. KAH degerleri, atim/dk (Ort£SS).

Zaman (dk)

Grup S
(n=7)

Grup P
(n=7)

Kontrol

265.28+36.30

281.71+£19.74

Ind 5

281.144+23.88

289.14+12.43

TS 1

285.42+26.34

282.57+£36.27

TS5

284.43+30.12

280.00+38.95

TS 10

288.57+£27.34

284.57+£34.10

TS 15

288.00+24.11

286.57+35.53

TS 20

301.86+48.03

290.86+28.84

TS 25

288.86+20.19

291.29+26.46

TS 30

290.29+20.41

293.00+25.75

TS 40

291.14+23.26

285.00+23.89

TS 50

289.14+22.62

286.00+24.19

TS 60

288.29+28.53

282.14+26.49

TS 70

286.57+32.18

282.29+28.74

TS 80

282.71+£26.20

273.14+40.33

TS 90

282.00+25.50

277.14+31.85

TS 100

274.57+30.45

279.00+32.33

TS 110

283.57+23.11

274.14+£34.73

TS 120

279.14+29.00

273.57+33.75

TAS 1

280.57+27.83

265.14+34.69

TAS 5

281.57+26.66

269.57+£33.61
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Sistolik arter basinci indiiksiyon sonrasi 1. dk degerleri karsilastirildiginda
iki grup arasinda anlaml fark goriilmedi. Indiiksiyon sonrasi tekrarli dl¢iimlerde
kontrol degerine goére zaman icerisindeki grup i¢i farkliliklar arastirildiginda;
Grup S’de TAS 1 SAB ortalama degerinin kontrol SAB ortalamasindan anlamli
olarak diisiik oldugu goriildii (p<0.05). Grup P’de Ind 5, TS 1, TS 5, TAS 1, TAS
5 SAB ortalama degerlerinin, kontrol SAB ortalamasindan anlamli olarak diisiik
oldugu goriildii (p<0.05). Degisik zaman dilimlerindeki SAB degerleri
incelendiginde ise; TS 80 ile TS 120 arasinda Grup S’deki SAB degerleri Grup
P’ye gore istatistiksel olarak anlamli diistik bulundu (p<0.05) (Tablo 7).

Gruplarin DAB kontrol degerleri karsilastirildiginda gruplar arasinda
anlaml fark goriilmedi. Ayn1 grup i¢indeki DAB ortalama degerlerinin kontrol
degere gore zaman icerisindeki farkliliklar1 arastirildiginda; Grup S’de TAS 1
degeri kontrol DAB ortalamasindan anlamli olarak diistik bulundu (p<0.05). Grup
P’de Ind 5, TS 1, TS 5, TAS 1 ve TAS 5 DAB degerlerinin kontrolden anlaml
olarak distik oldugu goriildii (»<0.05). Gruplarin degisik zaman dilimlerindeki
DAB degerleri istatistiksel yonden incelendiginde ise; TS 70, TS 90, TS 100 ve
TS 110 DAB ol¢iim degerleri Grup S’de Grup P degerlerine gore anlamh diisiik

bulundu (p<0.05) ( Tablo 8).
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Tablo 7. SAB degerleri, mmHg (Ort£SS).

Zaman (dk) Grup S Grup P
(n=7) (n=7)

Kontrol 105.71+29.15 114.19+22.14
ind 5 110.14+22.12 98.71+22.81 *

TS 1 109.57+16.32 89.71+12.35 *

TS5 105.57+14.08 92.71+15.11 *
TS 10 104.86+15.12 101.57+18.84
TS 15 113.00+13.28 109.71+17.38
TS 20 116.86+13.37 117.14+15.32
TS 25 119.42+9.90 115.00+13.89
TS 30 119.71+4.86 115.14+13.87
TS 40 114.86+3.93 113.71+13.43
TS 50 109.71+6.85 110.57+13.16
TS 60 103.00+8.79 111.14+12.50
TS 70 95.57+20.09 113.43+13.40
TS 80 93.86+9.97 * 113.00+16.10
TS 90 88.85+17.60 110.43+11.83
TS 100 88.00+14.97 " 108.43+8.75
TS 110 86.00+11.49 " 107.86+13.28
TS 120 85.43+11.39 * 104.57+14.63
TAS 1 78.00:£6.54 * 86.57+19.16 *
TAS5 96.00£10.92 93.86+18.84 *

*: p<0.05, kontrol ile karsilastirma, *: p<0.05, grup P ile karsilastirma, TS: Turnike sonrasi,

TAS: Turnike agildiktan sonra
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Tablo 8. DAB degerleri, mmHg (Ort£SS).

Zaman (dKk) Grup S Grup P
(n=7) (n=7)
Kontrol 80.71+25.07 88.14+17.00
Ind 5 86.42+18.62 77.29+18.95 *
TS 1 73.14+£31.29 71.86£11.75 *
TS5 80.43+14.31 74.00£15.74 *
TS 10 76.29+21.68 80.29+17.14
TS 15 85.71£11.24 84.00+17.76
TS 20 89.86+10.95 87.86+13.38
TS 25 91.43+8.36 90.71£18.40
TS 30 90.86+4.95 89.57+£12.96
TS 40 86.00+£3.06 89.71+11.83
TS 50 83.00+4.16 84.86+13.32
TS 60 77.86+4.67 83.14+16.55
TS 70 74.57+5.56 * 89.71+14.15
TS 80 71.43+11.80 86.57+14.37
TS 90 67.57+15.18" 84.43+12.48
TS 100 65.43£15.40 " 81.57+8.42
TS 110 63.43+11.31" 79.00+12.00
TS 120 64.00+13.98 74.29+11.97
TAS 1 52.71+£8.99 * 60.29+20.06 *
TAS 5 70.00+9.13 69.71£14.09 *

*: p<0.05, kontrol degeri ile karsilastirma,

¥

sonrasi, TAS: Turnike agildiktan sonra

1 p<0.05, grup P ile karsilastirma, TS: Turnike
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Gruplarin OAB kontrol degerleri karsilastirildiginda gruplar arasinda
anlaml fark goriilmedi. Kontrol degere gore zaman igerisindeki grup igi
farkliliklar arastirildiginda; Grup S’de TAS 1’in anlamli olarak diisiik oldugu
bulundu (p<0.05). Grup P’de ind 5, TS 1, TS 5, TAS 1 ve TAS 5 degerlerinin
anlamli olarak diisiik oldugu goriildii (p<0.05). Gruplarin zamana bagli OAB
degisiklikleri istatistiksel yonden incelendiginde ise; TS 70 ile TS 110. arasinda
Grup S degerleri Grup P degerlerinden anlamli olarak diisiik bulundu (p<0.05)

(Tablo 9).
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Tablo 9. OAB degerleri, mmHg (Ort+SS).

Zaman (dk) Grup S Grup P
(n=7) (n=7)
Kontrol 994.57+23.59 08.14+18.31
Ind 5 96.71+20.20 85.00+20.58 *
TS 1 95.57+16.59 77.57+£12.83 *
TS5 90.86+15.83 81.14+15.31 *
TS 10 90.00+15.78 88.14+18.13
TS 15 96.86+12.19 07.86+21.78
TS 20 88.14+36.62 100.29+14.82
TS 25 102.5749.38 08.71+14.16
TS 30 102.574+4.35 100.57+13.30
TS 40 97.14+2.19 99.14+11.32
TS 50 92.71+4.42 95.00+13.39
TS 60 87.00+6.11 93.14+15.25
TS 70 84.14+7.45 08.86+13.38
TS 80 80.29+11.56 * 96.29+15.01
TS 90 76.71£17.23 ° 94.57+11.47
TS 100 74.43+15.48 * 03.43+7.76
TS 110 71.71£11.66 * 90.00+£12.21
TS 120 73.14+13.52 86.71£12.62
TAS 1 62.14+8.15 * 70.14+£19.92 *
TAS 5 80.33+7.89 79.14+14.90 *

*: p<0.05, kontrol ile karsilagtirma, *. p<0.05, grup P ile karsilagtirma, TS: Turnike sonrast,

TAS: Turnike agildiktan sonra
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Gruplarin ortalama MDA kontrol degerleri arasinda gruplar arasi fark
bulunmadi. Grup i¢i kontrol degere gore grup i¢i zamana bagh degisiklikler
arastirildiginda; Grup S’de MDA ortalama degerlerinin istatistiksel olarak farkli
olmadig1 goriildii. Grup P’de TAS 15 MDA degerinin, kontrol MDA degerinden
anlamli olarak yiiksek oldugu goriildii (p<0.05). Gruplarin degisik zaman
dilimlerindeki MDA degerleri istatistiksel yonden incelendiginde ise; gruplar
arasinda istatistiksel fark vardi (p<0.05). Grup S’deki TAS 15 MDA 6l¢iim degeri

Grup P’ye gore anlamli diisiik bulundu (p<0.05) (Tablo 10) (Sekil 4).

Tablo 10. MDA diizeyleri (uM) [ Ort+SS, (en az-en ¢ok)]

Zaman (dk) Grup S Grup P
(n=7) (n=7)

Kontrol 5.10+1.94 6.26+3.19
(1.53-7.24) (3.32-13.05)

TS 120 5.40+1.36 8.32+3.86
(3.43-7.12) (4.55-14.28)
TAS 15 4.98+0.77 " 8.15+2.61 *
(4.22-6.12) (5.45-13.39)

TAS 120 6.40+3.00 7.09+2.91
(2.76-12.16) (3.88-11.37)

*: p<0.05, kontrol ile karsilagtirma, *. p<0.05, grup P ile karsilagtirma, TS: Turnike sonrast,

TAS: Turnike agildiktan sonra
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Kontrol TS 120 TAS 15 TAS 120

Sekil 4. MDA diizeyleri (Ort£SS).

*: p<0.05, kontrol ile karsilastirma, * p<0.05, grup P ile karsilastirma, TS: Turnike sonrasi,
TAS: Turnike agildiktan sonra

Sayilan 50 hiicredeki tail moment ortalamalarinin kontrol degerleri
arasinda iki grup arasinda fark bulunmadi. Kontrol degere gore zamana bagli grup
i¢i farkliliklar arastirildiginda; Grup S’de, TAS 120 6lglimiinde, Grup P’de TAS
15 6lgtimde istatistiksel olarak 6nemli farkliliklar saptandi (p<0.05). Zamana bagl
degisimler acisindan karsilastirildiginda ise; gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlaml fark belirlenmedi (Tablo 11).
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Tablo 11. Tail moment degerleri, 50 hiicrede [ Ort£SS, (en az-en ¢ok)].

Zaman (dk) Grup S Grup P
(n=7) (n=7)
Kontrol 0.75+0.27 0.63+0.27
(0.36-1.17) (0.29-1.17)
TS 120 1.12+0.38 * 1.80+1.72
(0.77-1.86) (0.58-5.32)
TAS 15 1.51£1.70 1.05+0.45 *
(0.51-5.34) (0.50-1.90)
TAS 120 1.12+0.68 1.06+0.56
(0.65-2.63) (0.51-1.89)

*: p<0.05, kontrol ile karsilagtirma, TS: Turnike sonrasi, TAS: Turnike agildiktan sonra

Gruplara ait tail length ortalamalar1 Tablo 12’de verildi. Tail length

Olctimleri karsilagtirildiginda, gruplarin kontrol degerleri arasinda, grup igi

degisikliklerde ve gruplar arasinda herhangi bir anlamli farklilik bulunmadi.

Tablo 12. Tail length degerleri, S0 hiicrede [ Ort£SS, (en az-en ¢ok)].

Zaman (dk) Grup S Grup P
(n=7) (n=7)
Kontrol 25.19+1.88 25.25+3.55
(22.93-28.81) (22.10-32.87)
TS 120 30.34+9.79 35.10£18.05
(24.98-52.23) (23.66-71.39)
TAS 15 34.46+£24.90 27.69+7.73
(23.61-90.89) (21.77-44.36)
TAS 120 29.1349.51 26.22+5.28

(21.99-49.89)

(21.11-36.68)

TS: Turnike sonrasi, TAS: Turnike agildiktan sonra
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Tail intensity ortalamalarinda, gruplarin kontrol degerleri arasinda fark
bulunmadi. Kontrol degere goére zaman igerisindeki grup i¢i farkliliklar
arastirildiginda; Grup S’de TS 120 degerinde, Grup P’de ise TAS 15 degerinde
istatistiksel olarak anlamli farkliliklar bulundu (p<0.05). Zaman igerisindeki
degisimler acisindan degerler gruplar arasinda karsilastirildiginda; istatistiksel

olarak anlaml fark belirlenmedi (Tablo 13).

Tablo 13. Tail intensity degerleri, 50 hiicrede [Ort£SS, (en az-en cok)]

Zaman (dk) Grup S Grup P
(n=7) (n=7)

Kontrol 4.55+1.37 3.76+1.26
(2.43-6.76) (1.73-6.07)

TS 120 6.14+1.48* 7.53+4.23
(4.41-8.62) (3.53-14.43)

TAS 15 7.47+5.96 5.33+1.56 *
(3.52-20.76) (3.33-8.42)

TAS 120 6.15+3.35 5.45+2.09
(3.83-13.53) (3.38-8.85)

*: p<0.05, kontrol ile karsilagtirma, TS: Turnike sonrasi, TAS: Turnike agildiktan sonra

Tail moment ile MDA arasindaki korelasyona bakildiginda sevofluran
grubunda TAS 15 degerlerinde ters yonde, TAS 120 degerlerinde ise ayn1 yonde

korelasyon izlendi (Tablo 14).
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Tablo 14. MDA ve tail moment korelasyonu

Zaman (dk) Grup S Grup P
(n=7) (n=7)
Kontrol r=.223 r=-079
p=0.630 p=0.867
TS 120 = -404 r=-554
p=0.369 p=0.197
TAS 15 r=-792 * r=.087
p=0.034 p=0.854
TAS 120 r=.832 * r=.243
p=0.020 p=0.600

Calisma gruplarinda, MDA ve tail length degerleri arasinda herhangi bir

korelasyon saptanmadi (Tablo 15).

Tablo 15. MDA ve tail length korelasyonu

Zaman (dk) Grup S Grup P
(n=7) (n=7)
Kontrol =092 r=-068
p=0.845 p=0.885
TS 120 =038 =486
p=0.936 p=0.269
TAS 15 r=-380 r=-034
p=0.400 p=0.942
TAS 120 =717 =142
p=0.070 p=0.761

TS: Turnike sonrasi, TAS: Turnike agildiktan sonra

MDA ile tail intensity arasindaki korelasyona bakildiginda sevofluran

grubunda TAS 120 degerlerinde ayn1 yonde korelasyon izlendi (Tablo 16).
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Tablo 16. MDA ve tail intensity korelasyonu

Zaman (dk) Grup S Grup P

(n=7) (n=7)

Kontrol =250 r=-043
p=0.589 p=0.928

TS 120 r=-574 =536
p=0.178 p=0.215

TAS 15 r=-405 =145
p=0.367 p=0.756

TAS 120 =817 * =475
p=0.025 p=0.281

Gruplarin DNA hasar1 ile tail moment, tail length ve tail intensity

korelasyonlar1 sekil 5’te verilmistir.

50

Egrup s tm

W grup s tl
MW grup s ti

W grup p tm

DNA hasan

MW grup p tl

Egrup pti

Kontrol TS 120 TAS 15 TAS 120

Sekil 5. DNA hasari (tail moment, tail length ve tail intensity).

+

*: p<0.05, kontrol ile karsilastirma, *: p<0.05, grup P ile karsilagtirma, TS: Turnike sonrasi,
TAS: Turnike agildiktan sonra, tm: tail moment, tl: tail length, ti: tail intensity.
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5. TARTISMA

Aerobik metabolizma sirasinda firetilen ve endojen olarak tiiketilen
“serbest oksijen radikallerinin {iretim ve tiikketimi arasindaki denge bozuklugu” ile
ortaya cikan “oksidatif stres”, hiicre membraninin bozulmasini takip eden “DNA
hasar1” ile sonuclanabilir’®. Oksidatif stres siirecinde meydana gelen serbest
radikallerin meydana getirdigi “lipid peroksidasyonu” ise biyolojik membranlarin
yapisin1 bozarak MDA gibi toksik metabolitler iiretir®.

Calismamizdaki ozellikle reperflizyon doneminde ve propofol verilen
deneklerde olmak iizere, IR’ye bagli MDA artis1 meydana gelmistir. Propofol
grubundaki bu artis reperfiizyonun 15. dakikasinda hem baslangi¢c degerinden
(6.26+3.19 uM) hem de sevofluran grubundan (4.984+0.77 uM) belirgin olarak
yiiksek bulundu (8.15+£2.61 puM). Sevofluran uygulamasinda turnike sonrasi
IR’ye bagli lipid peroksidasyonunu reperfiizyon doneminde propofolde
oldugundan daha iyi baskilanabildigi gozlendi.

Anestezikler viicuda yabanci kimyasal bilesikler olan
ksenobiyotiklerdendir. Bir¢ok ksenobiyotik gibi anestezikler de esas olarak
karacigerde yiiksek aktiviteye sahip olan mikrozomal enzim sisteminde
metabolize olurlar ve genellikle ana bilesige gore daha az toksik olan
metabolitlere doniisiirler’®.

Oksidatif DNA hasar1 yaptig1 bilinen sevofluranin, cesitli organlar
tizerindeki etkileri belirlenmis olmakla birlikte, genetik materyalle etkilesiminin
mekanizmasi heniliz tam olarak agiklanamamistir. Ancak bu genotoksik etkinin

sevofluranin karbondioksit absorbanlariyla etkilesmesi sonucunda olusturdugu
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vinil eter yapisindaki Compound A’dan ileri geldigi diisiiniilmektedir’>°.

Compound A ile memeli hiicrelerinde yapilan tek sitogenetik calisma olan Eger
ve ark.”! tarafindan hamster over hiicrelerinde yapilan ¢alismada ise sevofluranin
toksik metaboliti Compound A’nin yaptigi DNA hasarindan sézedilmektedir.
Sevofluranin genotoksik etkisi, Compound A’nin DNA molekiiliine baglanarak
yapisal degisiklikler meydana getirebilme 6zelligiyle agiklanmaktadir. Compound
A’nin yiiksek reaktif yapisi nedeniyle elektrofilik bilesikler olusturucu etkisi,
alkilleyici ajanlarin, makromolekiillerin niikleofilik merkezine afinite gdésterme
Ozelliklerine baglanabilir. Ayrica Compound A’nin bir makromolekiil olan
DNA’ya da baglanabilecegi sonucuna varilmistir. Ancak diger taraftan,
Compound A ile SCE’de 6nemli artis olmasina ragmen, pozitif kontroller ile
karsilastirildiginda bu artisin 6nemsiz oldugu iddia edilmektedir.

Bizim calismamizda DNA hasarin1 gosteren tail moment ve tail intensity
degerleri propofol ve sevofluran gruplarinda zaman i¢inde artmis olarak bulundu.
Bu artiglarin 6nemli ve birbiriyle eszamanli olduklar1 gozlendi. Bu degisimlere
bagli olarak meydana geldigi ortaya konulan oksidatif DNA hasar1 gerek iskemi
gerekse reperfiizyon doneminde, sevofluran ve propofol gruplarinda benzer
Ozellikteydi. Ancak anestezi uygulamamizda kullandigimiz agik anestezi
sisteminde karbondioksit absorbani bulunmadigindan, sevofluran uyguladigimiz
deneklerde meydana gelen oksidatif DNA hasarinin Compound A ile iliskisi
olmadigini diisiiniiyoruz.

Bir anestezik ajan olan 2,6-diizopropilfenol yapisindaki propofoliin

biitilen hidroksitoluen (BHT) ve E vitamini gibi fenol bazli radikal
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temizleyicilere kimyasal olarak benzemesi, propofoliin de radikal temizleyici
Ozelligi olabilecegini diisiindiirmektedir. Plazmada ¢ok diisiik miktarlarda
bulunsa bile hiicre membranimnin lipofilik bolgelerini oksidan strese karsi
koruyabilen E vitamininin doku konsantrasyonunun artmasi i¢in uzun siire
gecmesi  gerekir. Halbuki propofol kisa siireli uygulansa bile lipofilik
membranlarda birikerek dokularin antioksidan savunmasini artirabilmektedir.
Ayni1 calismada deneysel kosullarda, propofoliin E vitaminine benzer sekilde
molekiil bagina iki radikal temizledigi ileri stirtilmiigtiir®.

Propofol gibi fenol bazli antioksidanlar (R-OH), serbest radikalleri
temizlerken bir hidrojen kaybeder ve bdylece kendileri fenoksil radikaline (R-O’)
déniisiirler®®. Olusan fenoksil radikali, iizerindeki serbest elektron fenol halkasi
tizerine dagildigi i¢in yeni radikaller olusturacak kadar reaktif degildir.

Mekanizmasi tam olarak bilinmemekle beraber IR harabiyetine serbest
radikaller neden olmaktadir. Reperfiizyona bagli olusan oksijen radikallerinin
oksidatif DNA hasar1 olusturarak DNA kirilmalarina yol agtigi belirtilmistir’ 2.
IR nin sdz konusu olmadig1 klinik ve deneysel ¢alismalarda, sevofluranin gegici
DNA hasar1 yaptigi®’, propofoliin ise bu hasari azalttigi gosterilmistir'®. Ancak
IR’ye bagl ortaya ¢ikan oksidatif stres ile iliskili DNA hasar1 iizerinde
anesteziklerin ne gibi etkiler olusturduklar1 heniiz tam olarak bilinmemektedir. Bu
calismada tavsanlarda, turnike ile olusturulan alt ekstremite IR hasar1 ve bu
hasarin DNA ile iligkisini, ek olarak bu iligki lizerinde farkli iki anestezik ajanin
etkilerini arastirdik. Deneklerimizde cerrahi islem yapilmaksizin, iskemi

olusturmak i¢in turnike uygulanmis ve karsilastirilan anestezik ajanlar gruplara
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tek basma verilmistir. Bu sekilde turnikeye bagli meydana gelen IR hasar
tizerinde cerrahinin ve klinik uygulamalarda eklenmesi zorunlu olan diger
anestezik ajanlarin olasi etkileri engellenebilmis ve izole olarak sevofluran ve
propofoliin etkileri arastirilmistir.

Calismamizda propofol ve sevofluranin antioksidan etkinligini gostermek
i¢in, serbest oksijen radikallerinin neden oldugu lipid peroksidasyonunun bir ara
irlinli olarak olusan MDA diizeyi degerlendirilmistir. Antioksidan etkinligi
arastiran pek c¢ok calismada, tiyobarbitiirik asit reaksiyonlari iizerinden
degerlendirilen MDA diizeylerindeki artis, serbest oksijen radikallerindeki artisin
dolayli gostergesi olarak kabul edilmistir. Bu tez ¢alismamizda da sevofluran ve
propofoliin lipid peroksidasyonunu artirici etkileri oldugu ve 6zellikle sevofluran
verilmesi durumunda bu etkilerin oksidatif DNA hasar ile paralel oldugu ortaya
konulabilmistir.

Musacchio ve Rizzoli®, rat karaciger mitokondrisi, mikrozomlar ve beyin
sinaptozomlarinda yaptiklari in vitro ¢alismalarinda propofoliin, en az BHT kadar
antioksidan etkisinin oldugunu gostermislerdir. Aymi c¢alismada propofoliin
MDA’y1 %50 inhibe edebilen konsantrasyonu 1.1 pM, BHT nin 1.6 pM olarak
bulunmustur. Plazmada propofoliin serbest anestezik konsantrasyonu bu dozun
tizerinde oldugu i¢in in vivo kosullarda da etkili olabilmesi beklenir.

Green ve ark®, propofoliin antioksidan o6zelligini BHT ile
karsilastirdiklar1  ¢alismalarinda akéz siispansiyonlarda propofoliin MDA

olusumunu inhibe etme ve radikal temizleme yoniinden BHT den daha etkili
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oldugunu belirtmislerdir. Diger taraftan, propofoliin serbest radikallerin yani sira
peroksinitritleri de temizledigi gosterilmistir’”.

Murphy ve ark’, rat karaciger mikrozomlarinda propofol anestezisinin E
vitaminindeki radikal temizleyici etkiye benzer bir aktivitesinin olup olmadigini
arastirmiglardir. Daha 6nce in vitro kosullarda antioksidan etkinligi gdsterilmis
olan propofoliin anestezik dozlarmin, Fe'" aracili lipid peroksidasyonuna karsi
karaciger mikrozomlarinin direncini artirdigi gosterilmistir. Bolus dozda en
yiiksek olan bu etkinin, 60 dakikalik siirekli infiizyonla daha az belirgin oldugu
belirtilmistir. Bu degiskenlik propofol klirensine bagli olarak kan ve doku
konsantrasyonlarindaki degisimlerine baglanabilir.

De La Cruz ve ark’; etomidat, tiyopental ve propofoliin sicanlarda
oksidatif stres iizerine in vitro etkilerini karsilastirdiklar1 arastirmada, propofoliin
konsantrasyona bagl olarak tiyobarbitiirik asite reaktif maddelerin olusumunu
inhibe ettigini, tiyopental ve etomidatin ise herhangi bir etkisi olmadigini
belirtmislerdir. Ayni ¢alismada propofoliin GPX aktivitesini azaltirken, glutatyon
rediiktaz ve transferaz aktivitelerini artirdigi izlenmistir. Sonugta propofoliin
sadece lipid peroksidasyonunu inhibe etmedigi aym1 zamanda hiicrenin
antioksidan savunma sistemi olan glutatyon sistemini de giliclendirdigi ileri
stiriilmiistiir. Calismamizda ise, GPX diizeyleri iizerinden antioksidan savunma
sistemlerinin degerlendirilmesi planlanmissa da, teknik problemler nedeniyle
deneklerden aldigimiz kan Orneklerinin laboratuvar degerlendirilmesi miimkiin

olamamustir.
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Bir caligmada serbest radikal {iriinleri ve lipid peroksidasyonunun,
turnikenin acilmasin1 takiben sadece propofol tarafindan engellenebildigi,
propofol ve halotan gruplarinda MDA seviyeleri baglangi¢ degerlerine gore
azalmakla birlikte, yalmzca propofol grubunda 6nemli azalma izlenmistir’.
Propofol ile MDA diizeylerinin azaldig1 bu ¢alismaya karsin antioksidan 6zelligi
bilinen propofol ve ketamin uygulansa bile MDA diizeylerindeki artisin devam
ettigini gosteren arastirmalar da mevcuttur®*® .

Concannon ve ark’®, tiimiine ketamin anestezisi uyguladiklar tavsanlarda,
degisik turnike ve ara reperflizyon donemleri uyguladiktan iki saat sonra tiim
gruplarda IR hasarina bagli olarak MDA’nin belirgin olarak yiikseldigini
gostermisler. Bir baska ¢alismada alt ekstremite cerrahisinde turnike uygulanan
olgularda ketaminin etkileri arastinlmis ve doku MDA ile hipoksantin
diizeylerindeki artis ketamin uygulamasiyla daha iyi baskilanabilmis, bdylece
ketaminin antioksidan etkisi olabilecegi sonucuna varilmistir’’ . Kahraman ve ark®
da, propofol ile izofluran1 karsilagtirdiklar1 ¢alismalarinda reperfiizyondan 45 dk
sonra propofol gruplarinda daha az olmak lizere MDA konsantrasyonlarinin %47
oraninda arttigin1 gostermislerdir. Bu oOrneklerde, antioksidan 6zelligi bilinen
ilaglar olan ketamin ve propofol uygulansa bile IR déneminde oksidatif stresin
tam olarak baskilanamadig1 goriilmektedir.

Calismamizda da propofol grubunda daha belirgin olmak iizere her iki
grupta da MDA degerlerinde artis izlenmistir. Propofol grubundaki bu artis
reperfiizyonun 15. dakikasinda (8.15£2.61 uM) hem baslangic degerinden

(6.26+3.19 uM) hem de sevofluran grubundan (4.984+0.77 uM) belirgin olarak
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yiiksek bulundu. Propofol grubundaki bu belirgin artis baslangi¢ degerine gore
%30 oranindaydi. Sevofluran uygulamasinda turnike sonrasi IR’ye bagl lipid
peroksidasyonunun propofolde oldugundan daha iyi baskilanabildigi gozlendi.

Malondialdehit analizlerinin plazmada gerceklestirildigi bu calismada,
sevofluran ve propofoliin iskemi donemde lipid peroksidasyonu iizerindeki
etkileri benzer bulunmustur. Ancak ¢alismamizda plazma MDA analizleri yani
sira iskemik dokuda MDA incelemelerinin yapilmamis olmasi iskemi
donemindeki bulgularimizi kisitlamakla birlikte, reperfiizyon silirecinde elde
ettigimiz sonuglarin etkilenmeyecegi agiktir.

Klinik ¢aligmalarda propofol kullanildiginda, MDA degisikliklerindeki bu
farkliliklar, propofoliin yanmi sira verilen diger anestezik ilaglardan ve yapilan
cerrahi islemlerden kaynaklaniyor olabilir. Kahraman ve ark*’nin caligmasinda
izofluranin yam sira fentanil, tiyopental ve vekiironyum kullanilirken, propofol
grubunda ise fentanil ve vekiironyum verildigi dikkati ¢ekmektedir. Yine diger
calismada’ da halotan grubunda fentanil, tiyopental ve vekiironyum, propofol
grubunda da fentanil ve vekironyum kullamilmis’® olmast bu  goriisii
desteklemektedir. Ek olarak bu iki ¢alismanin her ikisinde de, ¢alismamizda
oldugunun tersine, hastalara cerrahi islemler uygulanmistir. Cerrahinin oksidatif
stres olusturucu etkisi bilinmektedir’. Bu nedenle ideal kosullarin saglanmaya
calisildigi deneysel arastirmamizda, cerrahi etkiyi ortadan kaldirarak tek ajan
olarak kullandigimiz sevofluran ve propofoliin oksidatif strese etkinligini daha

giivenilir kosullarda degerlendirdik.
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Plazma propofol konsantrasyonlari ile antioksidan etki arasinda her zaman

tam bir korelasyon gdzlenmemektedir’'®.

Propofoliin insanda kullanimi
sirasindaki klinik kan konsantrasyonu 0.7-20 pg/mL’dir. Green ve ark®’ ile Ebel
ve ark'®! propofoliin antioksidan etkinliginin doz bagimli oldugunu ve anestezide
terapotik olarak kullanilan dozlardan daha yiiksek konsantrasyonlarin saglanmasi
gerektigini ileri siirmiislerdir. Murphy ve ark'® ise yaptiklari in vitro ¢alismada
klinik kan konsantrasyonu ile uyumlu olarak 2.2 ve 8.8 pg/mL dozda propofoliin
eritrositleri antioksidan strese karst koruyabildigini belirtmislerdir. Cheng ve
ark'"nin yaptiklar1 bir ¢calismada ise spinal anestezi altindaki hastalara diisiik doz
propofol inflizyonu uygulandiginda bile reperfiizyona bagli olusan ROS
triinlerinin azaldig1 gosterilmistir. Ancak bu calismada kontrol grubuna
midazolam uygulandigi, iskemi siiresinin 70 dk ile smirli oldugu dikkati
cekmektedir. Ek olarak spinal anestezi yonteminin ve bu amagla verilen lokal
anestezik ilacin da sonuglar tizerine etkisi olabilir.

Murphy ve ark’nin'® in vitro calismalarinda propofol ile tiyopental
karsilastirilmis ve propofoliin eritrositleri oksidatif strese karsi daha iyi korudugu

sonucuna varilmastir. In vitro ve in vivo deneysel calismalarda 96,102

propofoliin
antioksidan etkinligi gosterilmis olmasina ragmen klinik kullanimdaki kan
konsantrasyonlarindaki etkisi hala arastirma konusudur. Sonug olarak propofoliin
henliz netlik kazanmamis olan bu antioksidan etkisinin klinik olarak da
gosterilmesi gerektigi vurgulanmistir.

Iskemi-reperfiizyon kosullar1 olmaksizin histerektomi operasyonu igin

propofol-remifentanil ve sevofluran-N,O uygulanan hastalarda yapilan bir baska
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calismada, klinik uygulama dozlarinda propofol-remifentanil kombinasyonunun
oksidatif strese etkisinin olmadigi ancak sevofluranin eritrositleri oksidatif strese
kars1 koruyabildigi ileri siiriilmiistiir®'.

Bazi caligmalarda®'®

propofol ve sevofluranin antioksidan 6zelliklerinin,
desflurandan daha fazla oldugu belirtilmektedir. Allaouchiche ve ark’, turnike
uygulamasinin s6zkonusu olmadigi ve herhangi bir cerrahi islem yapilmayan
deneysel hayvan caligmasinda; propofol, sevofluran ve desfluranin oksidatif
strese etkisini aragtirmiglar ve desfluranin oksidatif stresi artirdigini, buna karsin
sevofluranin bir degisiklik olusturmadigint bulmuslardir. MDA diizeyleri
desfluranda artmis, propofolde azalmis ve sevofluran grubunda ise degisiklik
olmamistir. Yine ayn1 calismada GPX aktivitesi MDA diizeylerindeki
degisikliklerle korele olarak, desfluranda azalirken propofolde belirgin olarak
artmis ve sevofluran grubunda ise degismemistir. Koksal ve ark'® ise, sevofluran
ve desfluranin lipid peroksidasyonu iizerine etkilerini karsilastirdiklar
caligmalarinda hastalardan alinan bronko alveoler lavaj 6rneklerinde MDA ve
SOD degerlerini karsilastirmiglardir. Desfluran grubunda MDA diizeylerinin
sevofluran grubuna gore anlamli derecede yliksek oldugu, SOD degerlerinde ise
anlamlhi fark olmadigi, sonu¢ olarak desfluranin sevoflurana gore lipid
peroksidasyonunu artirdigini bildirmislerdir.

Her ne kadar bu iki calismada IR kosullar1 olusturulmamissa da

sevofluranin lipid peroksidasyonunu artirmadigi belirtilmektedir. Bu veriler

paralelinde, turnike uygulayarak IR kosullar1 olusturdugumuz calismamizda da
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sevofluranin lipid peroksidasyonunu propofolden daha iyi kontrol altinda
tutabildigini gozledik.

Bazi hayvan calismalarinda'®'® [R’ye bagli reperfiizyon déneminde
olusan oksijen radikallerinin DNA hasar1 olusturdugu belirtilmistir. Irritasyon,
iyonize radyasyon, hiperbarik oksijen tedavisi ve fiziksel egzersiz gibi nedenlerle
insanlarda oksidatif DNA hasarina neden olan oksijen radikalleri olustugu
bilinmesine kargin, sadece birkag caligmada’* reperfiizyon sirasinda meydana
gelen oksijen radikallerinin DNA hasar1 olugturdugu gosterilmistir.

Willy ve ark’min’ insan lokositlerindeki c¢alismalarinda, reperfiizyon
siiresince meydana gelen SOR’daki artis ile oksidatif DNA hasar1 arasinda
onemli bir paralellik oldugu gosterilmistir. Bu g¢alismada insan l6kositlerinde
calismamizda da kullanilan THJE teknigiyle, turnike iskemisinin oksidatif yanit
ve DNA hasarini indiiklemesi arastirilmis, DNA hasarinin turnike agilmasindan
5-30 dk sonra belirgin olarak meydana geldigi gosterilmis ve iki saat sonra bu
hasarin baslangi¢ degere donemese de azaldigi ortaya konmustur. Bu ¢alismada,
oksidatif cevap DNA hasari ile eszamanli olarak artmis oldugundan, reperfiizyon
sirasinda artan serbest oksijen radikallerinin DNA hasar1 olusturma potansiyeline
sahip oldugu sonucuna varilmistir.

Diger bir calismada da akut miyokard infarktiisii nedeniyle basarili
tromboliz uygulandiktan sonra kaybedilen hastalarda postmortem reperfiize
miyokard drnekleri incelendiginde DNA kirilmalari tespit edilmistir’>.

Bir hayvan caligmasinda bir saatlik serebral arter okliizyonunun ardindan

bir dakika reperfiizyon uygulandiktan sonra néronlarda DNA tek kol kiriklarinin
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olustugu gézlenmistirl%. Baska bir calismada farelerde 30 dakikalik 6n beyin
iskemisinden 15 dakika sonra ve reperfiizyondan 60 dakika sonra DNA’da tek kol
kiriklarinin belirgin derecede artmis oldugu tespit edilmistir'”. Bu calismalara
gore IR siirecinin DNA’ya etkileri, iskeminin ortadan kalkmasindan 1-6 saat
sonra en yiiksek degere ulasmis ve 4-24 saat sonra azalarak bazal degerine
doénmiistiir' 1%,

Literatiirde yer alan ¢alismalara gore, oksijen radikalleri araciligiyla DNA
hasar1 yapan ajanlarin birbirleriyle karmagik etkilesimleri insan l6kositlerinde
THIJE (comet) testi kullanilarak gbosterilebilir. Singh ve ark'® tarafindan
tanimlanan bu test; hizli, glivenilir, basit ve DNA hasarini saptamada duyarli bir
tekniktir. DNA hasar1 ve onarimini gostermek i¢in, biyomonitdrizasyonda ve
genotoksisiteyi saptamada kullanilan bu teknikle, DNA’nin tek kolundaki hasarin
bile saptanmasi miimkiindiir®. Bu  teknik cesitli somatik hiicrelerde
uygulanabilmekle birlikte, elde edilmesi daha kolay oldugundan ve daha fazla
laboratuvar deneyimimiz bulundugundan DNA hasarim1 saptayabilmek i¢in
periferik kandan elde edilen lenfositleri incelemeyi tercih ettik. Genotoksisite testi
i¢in alman kan 6rneklerinin ayni giin iginde ilgili laboratuarda degerlendirilmesi
saglanarak bekleme siiresine bagli olusabilecek DNA hasar1 artisindan
kaginilmustir.

In vivo ve in vitro yapilan c¢alismalarm sonucunda inhalasyon
anesteziklerinin tasidig1 genotoksik potansiyel nedeniyle DNA hasari meydana

109,110

getirdikleri ortaya konmustur . Halojenli inhalasyon anestezikleri “The

International Agency for Research on Cancer (IARC)” in simiflandirmasina gore
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insanlardaki karsinojenik etkileri yoniinden “siniflandirilamayan” bilesiklerdir.
Bu tanimlama; “inhalasyon anesteziklerinin karsinojenik olduklart da
karsinojenik  olmadiklart  da  séylenemez” anlami  tasir.  Inhalasyon
anesteziklerinden izofluran ve halotanin orta derecede genotoksik potansiyel
etkisi gosterilmis olmakla birlikte klinik pratige daha sonra giren sevofluranin
potansiyel genotoksik etkisinin daha yiliksek oldugu belirlenmistir. Genotoksik
aktivite her iigclinde de periferik lenfositlerde THJE teknigi ile

degerlendirilmistir' "’

. Bu bilesiklerin toksik etkilerini, hiicresel protein ve lipidler
gibi makromolekiillere kovalant olarak baglanan reaktif metabolitleri araciligi ile
gosterdikleri  bilinmektedir. Bu metabolitler aym1 zamanda DNA’ya da
baglanabilmektedirler' 2.

Sardag ve ark''’, izofluran anestezisi verilen hastalarda THJE (alkalin
comet) teknigi ile DNA hasarini arastirmislar; kuyruklu yildiz (comet) goriintimli
hiicre sayisinin anestezinin 60. dk’da anlamli olarak arttigini, 120. dk’da en
yiiksek degerlere ulagtigini, artmis olan bu hiicrelerin postoperatif 1. ve 3. giin
azalmaya bagladigini, 5. glin ise anestezi Oncesi degerlere donebildigini
saptamislardir. Aymi c¢alismada izofluran uygulanan hastalarin periferik kan
lenfositlerinde gecici DNA hasarinin meydana geldigi sonucuna varilmaistir.

Robbiano ve ark’in''* yaptiklar1 calismada, sevofluranin genotoksik etkisi
mikrogekirdek yontemi ile incelenmis ve sevoflurana maruz kalan siganlarin

bobrek hiicrelerinde mikrogekirdek sikliginin anlamli olarak arttigi bulunmustur.

Bu c¢alismada halojenli bilesiklerin biyotransformasyon yolagi ile reaktif
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metabolitlere doniistiigli ve bu reaktif metabolitlerin proteinlere, lipidlere ve
DNA’ya baglanip genotoksik etki gdsterebildigi belirtilmistir.

Insanda sevofluran ile yapilan calismalar simirhdir. Karabiyik ve ark.®
sevofluran ve izofluran anestezisi alan olgularda gelisen hasar1 THJE teknigiyle
degerlendirdikleri ¢alismalarinda heriki ajanla da geri donebilir nitelikte DNA
hasar1 meydana geldigi ancak, iki ajan arasinda fark olmadigi sonucuna
varmiglardir. Bir baska c¢alismada da sevoflurana maruziyet sonucu
polimorfoniikleer l6kositlerde oksidatif stres ve hiicresel hasarin arttigit THIE
teknigi ile gosterilmistir'"”. Yapilan bir diger calismada sevofluran anestezisi
uygulanan, hem benign hem de malign hasta gruplarinin lenfositlerinde, 6zellikle
operasyonun ikinci saatinde maksimum diizeyde olmak tizere DNA hasarn
meydana geldigi gézlenmistir. Ancak bu hasarlanmanin benign hasta grubunda 5.
giinde tamamen operasyon oncesi degerlere donerken; malign hasta grubunda ise
hiicre DNA’sindaki bu bozulmanin tam olarak diizelmedigi, sonu¢ olarak DNA
onarim mekanizmalar1 saglam olan kisilerde sevofluranin genotoksik etkilerinin
geri donebilir nitelikte oldugu belirtilmistir''®. Alver’in''" yapmus oldugu bir
calismada da azot protoksit ve remifentanil ile birlikte kullanilan sevofluranin
DNA hasar lizerine etkileri arastirilmis, tiim gruplarda genotoksik hasar tespit
edilmistir. Ancak bu hasar sevofluranin remifentanil ile birlikte kullanildigi
olgularda postoperatif 5. giinde preoperatif degerlere gerilerken sevofluranin azot
protoksit ile birlikte ve tek basina kullanildig1 olgularda preoperatif degerlere
donemedigi gozlenmistir. Anestezi idamesinde eklenen remifentanilin etkisi ile

sevofluranin daha diisiik dozlarda kullanimi saglanarak genotoksik hasarin
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diizelmesi lizerine olumlu etki olusturdugu diisiiniilmiistiir. Bu ¢alisma sonucunda
kanser dis1 olgularda 6zellikle iki saatin {lizerinde sliren ve tekrarlanan anestezi
uygulamalar1 i¢in sevofluran kullanilmasinda sakincalar olabilecegi 0One
siiriilmiigtiir. Daha 6nceki calismalarin aksine bir calismada''! in vivo ve in vitro
olarak sevofluranin kalic1 genotoksik etkisi olmadigi gosterilmistir.

Krause ve ark’nin''® yaptigi calismada kisa siireli sevofluran anestezisi
uygulanan ¢ocuklarda, 3 L/dk akimda taze gaz kullanilirken, en yiiksek doz
olarak %8 sevofluran uygulanmasi SCE’yi indiiklememis, kisa siiren pediyatrik
anestezide sevofluranin genotoksik etki potansiyeli olmadig1 sonucuna
varilmistir. Bununla beraber, sevofluran anestezisi boyunca kuru soda lime veya
diisiik taze gaz akimi ile meydana gelen Compound A ve diger degradasyon
tirtinleri genotoksik etkiye neden olabilir. Atik anestezik gazlarin, ameliyathane

calisanlarinda genotoksik etkiye yol actig1 bilinmekle birlikte' "'

uygulandiklari
hastalarda sonuclar hala celiskilidir.

Inhalasyon anesteziklerinin yani1 sira intravendz anesteziklerinin DNA
hasari iizerine etkileri de aragtirilmistir. Ketaminin genotoksik etkisi oldugu ise in
vitro olarak SCE teknigi kullamlarak gosterilmis'?’. Propofoliin astrosit
kiiltiirlerinde peroksinitrit aracili DNA hasarini azalttig1 gdsterilmis'’.

Bu calismada DNA hasarim1 gosteren tail moment, tail length ve tail
intensity degerleri propofol ve sevofluran gruplarinda zaman iginde artmis olarak

bulundu. Bu artislardan 6zellikle tail moment ve tail intensity ile ilgili olanlarin,

onemli ve birbiriyle eszamanl olduklar1 gézlendi. Bu degisimlere bagli olarak
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meydana geldigi ortaya konulan oksidatif DNA hasari, sevofluran ve propofol
gruplarinda benzer 6zellikteydi.

Tail moment ve tail intensity 1ile MDA arasindaki iligki
degerlendirildiginde reperfiizyonun 120. dk degerlerinde sevofluran grubunda
ayn1 yonde korelasyon izlendi (sirasiyla, r=0.832, r=0.817). Bu da sevofluran
grubunda turnike acildiktan 120 dk sonra serbest oksijen radikalleri {iretimi ile
DNA hasar1 arasinda anlamli bir paralellik oldugunu gostermektedir.

Calismamizda sadece oksidatif yanitla ilgili olarak lipid peroksidasyonu
caligilabilmis ve antioksidan savunma sisteminin degerlendirilememis olmasi
sonuglarimizi yorumlamakta gilicliik yaratmaktadir. Nitekim reperflizyonun 15.
dakikasinda tail moment ve tail intensity degisiklikleri incelendiginde istatistiksel
olarak anlamli olmamakla beraber propofol grubunda sevofluran grubuna gore
DNA hasarinin derecesinde azalma meydana gelmektedir.

Bu calismada cerrahi etki ortadan kaldirilarak sadece turnike
uygulanmasinin etkisine bakilmis ve turnikeye bagli IR ve DNA hasari iizerinde
cerrahinin ek bir etkisi olmasi engellenmistir. Bu ¢alismanin insan yerine
hayvanlarda planlanmis olmasinin diger nedenleri, cerrahinin ve ek anestezik
ilaglarin sonuglar {izerindeki potansiyel etkilerini ortadan kaldirabilmektir.
Turnike uygulamasia bagli IR arastirilacag: igin alt ekstremitedeki kas kitlesi
diger hayvan modellerine gore daha fazla oldugundan denek olarak bu ¢aligmada
tavsan sec¢ilmistir.

Biz calismamizda genel anestezi i¢in sevofluran veya propofol kullanirken

beraberinde premedikasyon ajani veya bagka bir intravendz indiiksiyon ajani
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kullanmamaya 6zen gosterdik. Boylece diger ajanlarm IR ve DNA hasari iizerine
olabilecek karistirici etkilerinden kaginmayi amagladik.

Oksijenizasyonun monitdrize edildigi bu c¢alisma siiresince, deneklerin
hipoksik kalmamasi saglanmistir. Boylece olasi hipoksik hiicre hasarmin,
sonuglarimiz iizerine yapabilecegi olumsuz etkiler onlenmistir. Diger taraftan
uygulamalarimizda kullanilan anestezi cihazinin teknik 6zelligine bagli olarak
oksijenin havayla karistirllamamasi nedeniyle, deneklerimize oksijen %100
oraninda uygulanmistir. Oksidatif stresi artirici etkisi bilinen oksijenin, benzer
sekilde %100 verildigi hayvan caligmalarinda 60 saat uygulanmasi sonucunda
bile oksidatif stresin minimal derecede arttig1 goriilmiistiir'>. Gerek acik anestezi
devresinden maske ile uygulandigindan, gerekse uygulama siiresi iki saatle sinirl
oldugundan, bu calismada arastirdigimiz oksidatif stresin uyguladigimiz oksijen
orani nedeniyle artmadig1 kanisindayiz.

Calismamizda izlenen parametrelerden KAH’da deney siiresince her iki
grupta da farklilik izlenmezken; propofol grubunda turnike sonrasi ilk 5 dk dabhil
olmak tizere 6zellikle indiiksiyon sonrasi ve reperfiizyon doneminde SAB, DAB
ve OAB kontrole gore azalmistir. Yeterli anestezi derinligi elde edebilmek i¢in
tavsanlara verilmesi gereken dozun 1-2 mg/kg/dk gibi yiiksek bir doz olmasindan
ve ilacin kendisine ait hipotansif o6zelliginden kaynaklanmaktadir. Sevofluran
grubunda ise turnike uygulamasinin ikinci saatinde kan basinci propofol
grubundan diisiik bulunmus olsa da gerek bu donemde gerekse diger donemlerde
klinik olarak normal sinirlar i¢inde kaldi. Calismamiz siiresince deneklerin

hemodinamik stabiliteleri saglanarak kosullarin giivenilirligi saglanmistir.
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6. SONUC

Bu deneysel ¢alismanin sonucunda klinik dozlarda tavsanlara uygulanan
sevofluranin IR’ye bagli lipid peroksidasyonunu propofolden daha iyi
baskilayabildigini belirledik. Propofol ile ortaya ¢ikan lipid peroksidasyonundaki
artisin reperfiizyonun erken doneminde belirgin oldugunu, sevofluran ve
propofole baglh bu farkliligin reperfiizyonun ge¢ doneminde ortadan kalktigini
gozledik.

Hem sevofluran hem de propofoliin DNA hasarini artirici etkisi benzer
nitelikte gibi goriinmekle beraber propofol grubunda bu etkinin reperfiizyonun
erken doneminde daha belirgin oldugu bulundu. Olusan DNA hasari, onarilarak
geri donebilir nitelikte olup, her iki grupta da reperfiizyondan iki saat sonra
ortadan kalkmaktadir.

Propofoliin olusturdugu lipid peroksidasyonu ve genotoksik etki arasinda
herhangi bir iligki belirlenemedi. Ancak sevofluranda lipid peroksidasyonu
baskilanmasi reperfiizyonun ge¢ doneminde DNA hasari ile paralel gelisti.

Bu calismada belirlenen oksidatif stres ve genotoksik etki reperfiizyon
doneminde ortadan kalktigindan, turnike uygulanan ekstremite cerrahisi igin
anestezi uygulamalarinda, sevofluran ve propofoliin birbirine {istiinliikleri

bulunmadigi sonucuna varilmstir.
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8. OZET

Iskemik dokularmn reperfiizyonu sirasinda serbest oksijen radikalleri ve
DNA hasar1 meydana gelmektedir. Sevofluranin genotoksik etkisi ile propofoliin
antioksidan etkisi bilinmektedir. Bu ¢alismada, alt ekstremite iskemi-reperfiizyon
hasar1 sonucu olusan serbest oksijen radikalleri ve DNA hasari {izerine sevofluran
ve propofoliin etkilerinin karsilagtirilmas1 amaglandi. 14 adet Yeni Zelanda
tavsani rastgele iki esit gruba ayrildi. Gruplardan birine (Grup S) maske ile %2.5
4 sevofluran inhalasyonu, digerine (Grup S) 1-2 mg/kg/dk propofol infiizyonu
uygulanarak, alt ekstremiteye pnOmatik turnike yerlestirildi. Kalp atim hizi,
invazif kan basinglari, periferik oksijen satiirasyonu ve anestezi derinligi
monitorize edildi. Turnike uygulamasi 6ncesi (kontrol), turnike uygulandiktan
120 dk sonra, turnike acildiktan 15 ve 120 dk sonra alinan kan orneklerinde;
MDA diizeyleri ile lipid peroksidasyonu, tail moment, tail lenght ve tail intensity
ile DNA hasar arastirildi. Turnike agildiktan 15 dk sonra MDA diizeyleri Grup
P’de (8.15+£2.61 uM), kontrolden (6.26+3.19 uM) ve Grup S’den (4.98+0.77 uM)
yiiksek bulundu (p<0.05). Her iki grupta DNA hasar1 etkisi benzer goriilmekle
beraber propofol grubunda bu etki reperfiizyonun erken déneminde daha belirgin
bulundu (tail moment 1.05+0.45, tail intensity 5.33£1.56, p<0.05). Tail moment
ve tail intensity’de belirlenen bu artis, her iki grupta da turnike acildiktan iki saat
sonra kontrol degerlerine dondii. Grup S’de MDA diizeylerindeki artis ile fail
moment ve tail intensity’de belirlenen artiglar arasinda turnike agildiktan iki saat
sonra korelasyon belirlendi (7ail moment: =832, p=0.020. Tail intensity.: =817,

p=0.025). Bu calismada belirlenen oksidatif stres ve genotoksik etki reverzibl
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Ozellikte oldugundan, iskemi reperfiizyon hasarina yol agilan ekstremite cerrahisi
icin anestezi uygulamalarinda, sevofluran ve propofoliin birbirine istiinliikleri
bulunmadig1 sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: Genotoksisite, oksidatif stres, propofol, sevofluran
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9. SUMMARY

During reperfusion of ischemic tissues, free oxygen radicals and DNA
injury develop. The genotoxic effect of sevoflurane and antioxidant effect of
propofol are known. In this study, the effects of sevoflurane and propofol on free
oxygen radicals and DNA injury that from as a result of ischemia-reperfusion of
the lower extremities were investigated. Fourteen New Zealand Albino rabbits
were randomly divided into two groups. The animals in one group (Group S)
inhaled 2.5% - 4% sevoflurane using a mask, and the animals in the other group
(Group P) were infused 1-2 mg/kg/dk propofol. Pneumatic tourniquet was placed
on the lower extremity. The heart beat rate, invasive blood pressure, peripheric
oxygen saturation, and anesthesia depth were monitored. Blood samples were
obtained before the tourniquet application (control), 120 min. after the tourniquet
application, and 15 min. and 120 min. after the tourniquet was removed. MDA
levels, lipid preoxidation, tail moment, tail length, and tail intensity were
determined to evaluate the DNA injury. Fifteen minutes after the tourniquet was
removed, the mean MDA level of Group P was higher (8.15+2.61 uM) than those
of the controls (6.26+£3.19 uM) and Group S (4.98+0.77 uM) (p<0.05). Although
the increase of DNA injury was similar in both groups, this effect was more
marked in the propofol group during the early reperfusion period (tail moment
1.05+0.45; tail intensity 5.33+1.56; p<0.05). These increases in the tail moment
and tail intensity were normalized in both groups 2 hours after the turnpike was
removed. Two hours after the tourniquet was removed, the increase in the MDA

level of Group S and the increase in the tail moment and tail intensity were found
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to be correlated (7ail moment: =832; p=0.020; Tail intensity: =817, p=0.025).
The oxidative stress and genotoxic effect determined in this study are reversible;
thus, sevoflurane and propofol used in anesthesia for extremity surgery that leads
to ischemia reperfusion were not found to be superior to each other.

Key Words: Genotoxicity, oxidative stress, propofol, sevoflurane
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