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1. GIRIS

Iskelet kasinda turnike uygulamasina bagl olusan iskemi-reperfiizyon hasari,
temel mekanizmasi nétrofil aktivasyonu olan bir cesit enflamasyondur. Iskemik
hasardan korunmak i¢in kan akiminin yeniden saglanmasi cok 6nemli olmasina ragmen,
reperflizyonun saglanmasiyla birlikte notrofil birikmesi, mikrovaskiiler bariyerde
bozulma ve 6dem olusmasiyla giden kompleks bir dizi reaksiyon baglar. Lokositlerin
endotele yapisarak postkapiller veniillerden gecisinin baslamasi, reperfiizyon hasarmin
temelinde yatan oOnemli bir olaydir. Lokositlerin dokularda birikmesi, ¢esitli
oksidanlarin, enzimlerin ve sitokinlerin ag¢iga c¢ikmasmi saglayarak, parenkimal
hiicrelerde hasara neden olur. Bugiine kadar kasta turnikeye bagli iskemi-reperfiizyon
hasarmi azaltmak i¢in bir dizi kimyasallar, ilaclar ve fiziksel yontemler denenmistir.
Bununla birlikte, E vitamini’nin bu hasarda koruyucu etkilerinin gosterilmesi de

olduk¢a 6nem tasimaktadir.

Artroskopik diz cerrahisinde; kansiz bir cerrahi saha saglamak i¢in uygulanan
turnike, kan akimminin okliizyonu sonucunda iskemiye neden olmaktadir. Turnikenin
acilmasini takiben de iskemi-reperfiizyon hasar1 (reperfiizyon sendromu) olusmaktadir.
Iskemi sonrasi tekrar kan akmminin ve dolayisiyla oksijenin dokuya sunumu, serbest
radikallerin meydana gelmesine neden olur. Olusan serbest radikaller, hiicre zarindaki
makromolekiilleri perokside ederek doku hasarina yol agar. Makromolekiillerden en
onemlisi lipitlerdir. Lipit peroksidasyona, poliansatiire yag asitlerinin oksidasyonuna,
hiicre zarinin yapismin bozulmasmma ve malondialdehit gibi toksik metabolitlerin

olusmasina neden olan reaksiyonlar zinciridir.

Ekstremite iskemisi sonrasi reperfiizyon sendromunun iki kKomponenti vardir:

1. Reperflizyonu takiben ortaya c¢ikan lokal cevap; doku hasarmi artiric
potansiyeli olan ekstremite sisliginden ibarettir.

2. Multipl organ yetersizligine ve 6liime yol agan sistemik cevap.

Artroskopik diz cerrahisinde uygulanan turnikenin yol actigi iskemi-reperfiizyon
hasarmi hafifletmek i¢in “iskemiye sartlandirma” gibi bircok yontemin kullanildigi,
peroksidasyonun Onlemesi igin “n-asetil sistein, adenozin, propofol, halotan” gibi

ajanlarm kullanildig1 klinik ¢aligmalar vardir. Bu calismalarin ¢ogunda kullanilan



yontemlerin ve ajanlarin reperflizyon hasarina olumlu etkilerinin oldugu gosterilmistir.
Fakat koruyucu rollerinin nasil gergeklestigi konusunda yeterince bilgi yoktur. Sitozole
Ca*? akisi, mitokondride depolarizasyon ve birgok molekiiler aktivasyon mekanizmasi
ile serbest radikallerin olusumunu artirmaktadir. Artan serbest radikaller, bir kism
katyon kanallarina zarar vererek sitozole Ca*? akigini daha artirmakta ve serbest oksijen
radikallerinin olusumu daha da artmaktadir. Sitozolde artan serbest radikaller ve Ca*?
notrofilleri tetiklemekte ve fagositik aktiviteyi uyarmaktadir. E vitamini yagda eriyen
kuvvetli bir antioksidandir.
Bu ¢aligmada:

1. Artroskopik cerrahide kullanilan turnikeye bagli iskemi-reperflizyon hasarini
onlemede, E vitamini’nin etkilerinin karsilagtirilmasi amaglandi.

2. Sevefloranin serbest oksijen radikallerin olusumunu artirdigi alyuvarlar ve
plazmada iyi bilinmesine ragmen nétrofillerdeki etkisi konusunda yeterince bilgi
yoktur. Bu tez caligmasinda sevefloranin neden oldugu oksidatif stres atroskopik
hastalarin noétrofillerinde arastirildi.

3. Iskemi/reperfiizyon olaylarmim serbest oksijen radikallerinin olusumunu artirdigi
ve sitozelde Ca* artig1 notrofillerin fagositik aktivitesini artirdigi ve dolayisiyla
her iki olaym doku zedelenmesine neden oldugu cok iyi bilinmesine ragmen
molekiiler mekanizmalar1 bilinmemektedir. Calismamizda sitozolde Ca* artis1
ve notrofillerdeki serbest oksijen radikallerinin olusumunun artigmi E vitamini

Onleyebilir mi sorusunun cevabi1 arandi.



2. GENEL BILGILER

Pnomotik turnike ilk defa 1904 yilinda Harvey Cushing tarafindan tanimlanmis
olup, giinlimiiz ekstremite cerrahisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (1). Kansiz ortam
saglayarak girisimi kolaylastirmasi, kan kaybini azaltarak transfiizyon ihtiyacini
sinirlamasi ve ameliyat siiresini kisaltmasi gibi avantajlar1 vardir (2). Turnikenin uzun
stireli kullanim1 konusunda 2 saatlik siire genellikle gilivenli olarak kabul edilmekle
birlikte, sinirlar1 1-3 saat arasinda degisebilmektedir (3). Turnike basincinin ise hastanin
yas1, kan basinci ve ekstremitenin boyutuna gore ayarlanmasi gereklili§ine ragmen, bu
konuda genel kabul edilen goriis; turnikenin sistolik kan basincindan {ist ekstremite igin
50-75 mmHg, alt ekstremite i¢in ise 100-150 mmHg fazlasina kadar sisirilebilecegidir
(2). Ancak turnike kullanimina bagli olarak ortaya ¢ikan noromiiskiiler, hemodinamik
ve metabolik degisiklikler gbz Oniine alindiginda, bu siirenin ve basincin en aza

indirilmesinin ve olas1 hasar1 azaltacak anestezik yaklasimin 6nemi ortaya ¢ikmaktadir
(4).

Reperfiizyon sonucu meydana gelebilecek sonuglart dngérebilmek igin iskemik
dokuda hiicre oOliimiine kadar gidebilecek degisiklikleri iyi anlamak gereklidir.
Dokularin iskemiye olan dayaniklihig: farklidir ve tolerabiliteleri kollateral dolasimin
olup olmamasi ile dogrudan iligkilidir. Dokularin iskemiye tolerans siirelerinin en dogru
degerlendirmesi, ekstremite replantasyonu ile indiiklenen mutlak iskemiye baglidir.
Genellikle normotermik bir ortamda iskemiye dayanma siiresi maksimum, kaslar i¢in
4 saat, noronlar icin 8 saat (reversibl), yag dokusu i¢in 13 saat, deri i¢in 24 saat ve
kemik dokusu i¢in 4 giindiir (5) (Tablo 1).

Tablo 1. Baz1 dokular i¢in kritik iskemi siireleri

Doku Kritik Iskemi Siiresi
Kas 4 Saat
Noron 8 Saat
Yag 13 Saat
Deri 24 Saat

Kemik 4 Giin




2.1 iskemi-Reperfiizyon Hasarimin Temel Mekanizmalari

Turnike uygulamasma baghh néromiiskiiler hasar dogrudan basmng ve doku
deformasyonu ile iligkili oldugu kadar, iskemi ve iskemi sonrasi reperfiizyon hasariyla
da yakindan iliskilidir (6). Turnike, mansonun altindaki ve distalindeki dokularin kan
akimini engeller. Az miktarda bir kan akim1 intramediiller yolla olusturulsa da, bu akim
kaslardaki aerobik metabolizmanin devamini saglayamaz. Kisa siireli iskemi reaktif
hiperemi ve arteriyel vazodilatasyona neden olurken, 30 dk'dan 4 saate kadar uzayan
iskelet kas iskemisini takiben, reperflizyonla mikrosirkiilatuar diizeyde bozukluklar ve
yaygin doku 6demi gelisir (6). Olusan bu 6dem reperflizyon geri saglansa dahi hiicre
beslenmesini daha da bozar (7). Iskelet kasinda meydana gelen iskemi-reperfiizyon
hasarinda esas olarak, ksantin oksidaz ve noétrofilik nikotinamid adenin diniikleotid
fosfat (NADPH) oksidaz enzimlerinin etkileri sonucu agiga ¢ikan, sitotoksik potansiyele
sahip serbest oksijen radikalleri sorumlu tutulmaktadir (8). Mitokondriyal oksijen
diizeylerinin iskemiyle azalmasiyla birlikte, kas hiicrelerinde aerobik metabolizma
azalir. Hiicrenin enerji depolar1 homeostatik fonksiyonlari1 devam ettirebilmek amaciyla
tiikketilir. Adenozin trifosfat (ATP) gibi yliksek enerjili fosfat bilesiklerinin yikimi
hipoksantinin birikmesine neden olur. Reperfiizyon olmadig: siirece biriken hipoksantin
ksantine doniistiiriilemez. Kas hiicreleri enerji iiretimi i¢in oksidatif fosforilasyondan
anaerobik glikolize gecer. Bunun sonucunda gliikkoz ve piriivat azalirken, hiicre i¢i
laktik asit {iretimi artar. Ayni zamanda, iskemi siirecinde mikrovaskiiler endotelyumda
bulunan ksantin dehidrogenaz enzimi ksantin oksidaz enzimine donistiiriliir (9).
Reperflizyonda reoksijenizasyonun saglanmasiyla, iskemi swrasinda olusan ksantin
oksidaz enzimi, biriken hipoksantini ksantine doniistiiriirken ¢ok sayida serbest oksijen

radikalinin de ortama ¢ikmasina neden olur (10) (Sekil 1).

DNA ve protein artik {riinlerinden hiicrelerde ksantinin degerlendirilmesi
sirasinda ksantin dehidrogenaz enzimi kullanilmakta ve ortaya serbest radikaller
ctkmamaktadir. Fakat iskemik olaylarda sitozole kalsiyum iyon akisi kinaz ve
proteazlar1 aktiflestirmekte ve ksantin dehidrogenaz yerine ksantin oksidaz enzimi
devreye girmektedir. Bu ise ksantinden superoksit ve diger serbest radikallerin

olusumuna neden olmaktadir (11) (Sekil 1).
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Sekil 1. iskemi ve reperfiizyon sirasinda meydana gelen fizyolojik olaylar

Oksijen oncelikle siiperoksite (O2), ardindan da hidrojen peroksit (H.O;) ve
hidroksil radikaline (HO-) doniisiir. Notrofillerde bulunan membran bagimli NADPH
oksidaz enzimi ise, iskemi sirasinda hiicre icerisine kalsiyum akisiyla birlikte aktive
olur. Aktive olan enzim NADPH'yi NADP"'ye ¢evirirken reperfiizyonda saglanan
molekiiler oksijeni de siiperokside (O-) indirger (12). Oksijen serbest radikallerinin
reperflizyonda ani ve ¢ok sayida agiga ¢ikmasi direkt endoteliyal hasara neden oldugu
gibi post iskemik dokulara nétrofil infiltrasyonuna neden olarak, oksidatif hasar1 daha
da artirir (13). Notrofillerin post iskemik dokulara toplanmasiyla birlikte yiizeylerindeki
adezyon molekiilleri de aktive olarak (CD;1/CDig) vaskiiler endotel hiicrelerinin
ylizeyinde bulunan karst reseptorlerle (ICAM-1) reaksiyona girerler. Olusan bu
CD1g/ICAM-I kompleksi notrofillerdeki oksidanlarin kas hiicrelerine gegisini saglarken,
endotel hasariyla mikrovaskiiler bariyeri de bozarak iskemi sonrasinda kaslarda kapiller
diizeyde akimin olmamasina (noreflow fenomeni) neden olur (8). Dolayisiyla turnike
acilip akim tekrar saglansa bile hiicre diizeyinde beslenme bozulur. Normal sartlarda
viicudun antioksidan defans sisteminde yer alan siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz ve
glutatyon peroksidaz gibi endojen enzimler serbest oksijen radikallerini etkin bir sekilde
detoksifiye ederken, iskemi ve onu takiben reperfiizyonla ¢ok sayida serbest radikalin

aniden ortaya ¢iktig1 durumlarda yetersiz kalmaktadirlar (14). Olusan bu serbest



radikaller yapilarindaki "eslenmemis elektron" nedeniyle oldukca reaktiftirler ve
hiicrenin DNA, protein ve lipit yapilarinda hasara yol acarak hiicre fonksiyonlarini
bozarlar (15). Hiicredeki tiim biyomolekiiller igerisinde oksidatif hasara en hassas olan
membran yapisindaki coklu doymamis yag asitleridir. Reperfiizyonla agiga ¢ikan
stiperoksit radikali (O-) hidroksil radikaline (HO-) doniiserek hiicre membraninda lipit
peroksidasyonunu baglatabilecegi gibi, endotel kaynakli nitrik oksitle (NO) reaksiyona
girip "peroksinitrit" olusumuna neden olarak da lipit peroksidasyonunu baslatabilir (16).
Lipit peroksidasyonu bir kez bagladiktan sonra kendi kendini devam ettiren zincirleme
bir dizi reaksiyon seklinde ilerler. Bu reaksiyonun sonucunda malondialdehit (MDA)
gibi biyolojik olarak aktif ve hiicre membraninda par¢alanmaya neden olan aldehitler
aciga ¢ikar (17). Kisa siireli turnike uygulamalarinda dahi, reperfiizyonla birlikte
transendotelyal migrasyonla ekstravaskiiler dokulara notrofillerin  gectigi  klinik
calismalarla gosterilmistir (18,19). Dokuya infiltre olan aktive noétrofiller, serbest
radikallerle olan mekanizma disinda, direkt olarak proinflamatuvar sitokinlerin aciga

¢ikmasimi kolaylastirarak doku hasarini artirabilirler.

Yapilan klinik ve deneysel calismalarda, proinflamatuvar sitokinlerden 6zellikle
timor nekroz faktor-alfa (TNF-a), interlokin-1 beta (IL-1B) ve IL-6'nin, iskelet kasi
iskemi reperflizyonuda plazmadaki diizeylerinin belirgin olarak arttig1 ve bu sitokinlerin
aracilifiyla hem lokal hasarin daha da artirildigi, hem de uzak organ hasarmin
tetiklendigi gosterilmistir. Organlarda notrofil-endotel reaksiyonuna veya apopitozise
neden olarak hasar1 baslatmaktadirlar (20-22).

2.1.1 Iskemi-Reperfiizyon Hasarina Anestezi Dis1 Yaklasim

Iskelet kasmnda turnikeye bagh iskemi-reperfiizyon hasarmi azaltmak igin,
turnikenin kullanim sekliyle ilgili yontemler denenmistir. Whetzel ve ark. turnikenin
kisa siirelerle gevsetilip reperfiizyonun saglanarak ardindan tekrar turnike uygulama
yonteminin (iskemik &n-sartlama) etkin olacagm 6ne siirmiislerdir (23). Iskemik &n-
sartlamanin hasara karsi koruma mekanizmasi tam olarak agiklanamamakla birlikte,
kapiller diizeyde akim durmast (no-reflow fenomeni) gelisimini ve Ilokositlerde
infiltrasyonunu azalttig1 bildirilmistir (24,25). Ancak, daha sonra yapilan ¢alismalarda,

iskemik On-sartlama ile iskemi-reperflizyon hasarinin azaltilmasindan ¢ok, kasin iskemi



siresine olan toleransinin artirilarak daha uzun siireli turnike kullanimina olanak

saglayacag1 yoniinde goriisler bildirilmistir (26,27).

Literatlirde turnikenin neden oldugu mikrovaskiiler hasar1 azaltmak i¢in
immiinosupresifler, kortikosteroidler ve c¢esitli antioksidanlar, hem klinik hem de
deneysel calismalarda kullanilmistir. Noétrofillerin bu hasarda, mekanizmadaki temel
hiicre olmasindan dolay1, notrofil aktivasyonu ve sekestrasyonunu onlemeye yonelik
kullanilan immiinosupresif ajanlar (FK 506 / Takrolimus) ve uzun etkili steroidlerle, kas
hasarinin azaltilabilecegi ileri siiriilmiistiir (22,28). Enzim olmayan antioksidanlardan
ksantin oksidaz inhibitérii olan allopiirinol, vitamin E (a-tokoferol), vitamin C, 21-
aminosteroid, N asetil sistein, glutamin, karvedilol ve mannitol turnikeye bagl iskemi-
reperfiizyon hasarmda kullanilmis, serbest radikalleri ortamdan uzaklastirarak
sitoprotektif ve mikrosirkiilasyonu diizenleyici 6zellikleri oldugu c¢esitli ¢alismalarla
ortaya konmustur (29-33). Enzim yapisindaki endojen antioksidanlardan SOD, katalaz
ve glutatyon peroksidazin disardan uygulanmasiyla da hasarin azaltilabilecegi Onerilse
de bu uygulamalarin hicbirisi rutin kullanima girmeyip deneysel ve klinik arastirmalara

konu olarak kalmistir (34-36).

E vitamini’nin dordi sentetik, dordii de organik olmak iizere 8 alt tipi vardir. Bu
alt tipler icerisinde antioksidan ozellige sahip olan alfa tokoferol alt tipidir (37). E
vitamini yapisinda bulundurdugu hidrojen iyonlarmi hidroksil radikallerine vererek
onlar1 inhibe etmektedir (Sekil 2) (38). Siiperoksit radikali siiperoksit dismutaz enzimi
ile hidrojen perokside doniistiiriilmektedir. Yapisinda selenyumu kofaktér olarak
bulunduran GSH-Px enzimi hidrojen peroksiti suya kadar par¢alamaktadir. GSH’de

serbest oksijen radikallerini ortamdan uzaklastirmaktadir.
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Sekil 2. E vitamininin antioksidan 6zelligi.

2.1.2 Iskemi-Reperfiizyon Hasarina Anestezik Yaklasim

Turnikeye bagli iskemi-reperflizyon hasarmin operasyon sirasinda kullanilan
anestezik ajanlarla azaltilip azaltilamayacagi konusu, ilk olarak 1997 yilinda Kahraman
ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismayla arastirilmistir (39). Bu ¢alismada turnikeyle
ekstremite cerrahisi gecirecek hastalarda bir gruba propofol ile total intravendz anestezi
(TIVA) uygulanirken diger gruba izofloran ile genel anestezi verilmistir. Hastalarin kas
dokusu ve kan oOrnekleri alinarak lipit peroksidasyonunun son iiriinii olan MDA
arastirildiginda, TIVA yapilan grupta lipit peroksidasyonunun belirgin olarak azaldigi
gosterilmistir. Daha sonra yapilan benzer bir ¢alismada ise propofol halotan ile
karsilastirilmis, halotanli grupta MDA diizeylerinin artmamasima ragmen, propofolle
belirgin olarak baskilandig1 gézlemlenmistir (40). Bu c¢alismada halotan kullanilan
grupta artis olmamasi, izofloran disindaki tiim inhalasyon anesteziklerinin hiicresel
diizeyde reperfiizyon hasarina karsi koruyucu 6zelligi olduguna baglanmistir (39,41).
Inhalasyon anestetiklerinden, halotan ve izofloran disinda, turnikeye bagli iskemi-
reperflizyon hasarinda Sevofluran ile ¢alisma yapilmig, Lucchinetti ve ark. saglkli

gontillillerde sedatif konsantrasyondaki Sevofluran (% 0.5-1 End-Tidal) inhalasyonu ile



l16kosit aktivasyonu ve adezyonunun Onlenerek endotel hasarindan korunulabilecegini

ileri stirmislerdir (42).

Propofol (2,6-diizopropilfenol) yapisi itibariyle biitillenmis hidroksitoluen ve
endojen antioksidan o-tokoferol (E vitamini) gibi fenol bazli serbest radikalleri
ortamdan uzaklastiric1 kimyasallara benzemektedir (43). Propofoliin her bir molekiili,
iki reaktif oksijen radikalini daha az reaktif fenoksil radikaline doniistiirerek ortamdan
uzaklastirabilmektedir. Propofoliin reperfiizyonla aciga ¢ikan siiperoksit radikalinin
(O2) endotel kaynakli NO ile reaksiyona girmesiyle olusan ve lipit peroksidasyonunu
baglatan peroksinitrit olusumunu da Onledigi gosterilmistir (44,45). Dolayisiyla
propofoliin kasta turnikeye baglh iskemi-reperflizyon hasarimi 6nleme mekanizmalarinin
lipit-peroksil radikalleriyle reaksiyona girip daha stabil propofol-fenoksil radikali
olusturmasi ve/veya peroksinitriti ortamdan uzaklastirmasi oldugu diisiintilmektedir.
Propofol yiiksek lipit ¢6ziinebilirligine sahip bir anestezik ajan oldugundan, 6zellikle
oksidatif hasara en duyarli olan lipofilik membranlarda birikerek dokularin antioksidan
kapasitesini artirabilmektedir (40,46). Propofoliin sadece indiiksiyon dozunda veya
rejyonel anesteziye ilaveten sedasyon amaciyla kullanildiginda hasar1 azaltacak yonde
olumlu etkilerinin olup olmadig1 konusu da arastirilmistir. Bu amacgla Cheng ve ark.
spinal anestezi altinda turnike kullanilarak total diz protezi ameliyat1 yapilacak olan
hastalarda midazolama kiyasla propofolii 0.2 mg.kg™ dozda bolus yaptiktan sonra 2
mg.kgstM'den diisiik dozu sedasyon amaciyla uygulamislar ve hasari anlamli olarak
azalttigim1 gostermislerdir (47). Propofoliin membranlarda birikici etkisi olmasina
ragmen, sadece indiiksiyonda kullanilmasi inflizyon seklinde devamli kullanima goére
hasar1 azaltmada etkin bulunmamis, operasyon boyunca devamli inflizyonun 6nemi

vurgulanmustir (48).

Intravendz anesteziklerden ketaminin de artroskopik diz cerrahisi gecirecek
hastalarda turnikeye bagli iskemi-reperfiizyon hasarini azaltabilecegi bildirilmistir (49).
Bu caligmada, spinal anestezi altinda diz cerrahisi gegirecek hastalara sedasyon
amaciyla 0.5 mg.kg™st” dozunda devamli ketamin infiizyonu yapilmus, kan ve sinoviyal
doku ornekleri alinarak MDA ve hipoksantin diizeyleri arastirilmustir. Ketamin ile
sedasyon yapilan grupta plasebo ile karsilastirildiginda hem kanda hem de dokuda

hasarin belirgin olarak azaldigi, bunun da ketaminin N-metil-D-aspartat reseptorlerini
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antagonize ederek kalsiyum girisini Onlemesinden ve hedef organa kan akimini

artirmasindan kaynaklanabilecegi agiklanmistir (49).

Lokal anesteziklerin antioksidan potansiyelleri in vitro sistemlerde ayrintili olarak
incelenmis olup, lidokain disinda ropivakain, bupivakain ve mepivakainin insan
notrofillerinde oksidatif stresin neden oldugu serbest oksijen radikali olusumunu sadece
yiksek plazma konsantrasyonlarinda onleyebildikleri gosterilmistir (50-52). Lidokain
ise hangi plazma diizeyinde etkili oldugu konusu halen tartigmali olmakla birlikte, hem
in vitro hem de in vivo sistemlerde turnikeye bagl iskemi-reperfiizyon hasarini

azaltabilecegi gosterilen tek lokal anesteziktir (53,54).

2.2. Oksidatif Stres

2.2.1 Serbest Radikaller

D1g yoriingelerinde bir ya da daha fazla paylasilmamis elektron tasiyan serbest
radikaller, bircok fizyolojik ve patolojik siirecte liretilebilen, oldukca aktif haldeki atom
veya molekiillerdir. Oldukga kararsiz olan bu molekiiller, ¢evrelerindeki molekiillerle
cabucak reaksiyona girme ve bu son yoriinge elektronlarini paylasma egilimindedirler.
Her tip kimyasal ve biyokimyasal tepkime, atomlarin dis orbitallerindeki elektronlar
sayesinde gerceklesir. Dis orbitallerde paylasilmamis elektron bulunmasi serbest
radikallerin reaktivitesini olaganiistii arttirir, dolayisiyla serbest radikaller kimyasal
aktifligi yiiksek molekiillerdir (55). Oksijen (O;) biitiin hiicrelere higbir zorlukla
karsilasmadan giren ve en ¢ok kullanilma 6zelligine sahip olan molekiildiir. Radikal
olmaya c¢ok uygun oldugu i¢in serbest radikal denince aslinda serbest oksijen
radikalleri, daha genel bir anlatimla Reaktif Oksijen Tirleri (ROT) ifade edilmektedir.
ROT ve serbest radikaller organizmada normal sartlar altinda siirekli olusmaktadir.
Serbest radikaller pozitif yiiklii, negatif yiiklii ya da notral olabilirler ve biyolojik

sistemlerde en sik elektron transferi ile olusurlar (56).

Radikal olmayan tiirler bu tepkimelerden herhangi biri olustugunda radikal haline
gelir. Serbest radikaller ile radikal olmayanlarin tepkimeleri sonucu, tepkimeye giren
molekiiller sira ile serbest radikallere doniisiir ve hasar zincirini ilerleterek yayarlar
(57).
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Organizmadaki serbest radikallerin en Onemlisi ve biiyik kismi O, kaynakli
radikallerdir. Oksijenin toksik etkisi yoktur. Ancak aerobik hiicre metabolizmasi
sirasinda serbest oksijen radikallerine doniisiir. Oksijenin kismi indirgenmesinden, ROT
arasinda yer alan -OH ve 0, - olusmaktadir. Ayrica 'O, ve H,0, molekiilleri radikal

olmayan reaktif oksijen tiirevleridir (58,59) (Tablo 3).

Stiperoksit radikali (02_~); Oksijenin indirgenmesi ile olusan ilk triindiir. En
onemli kaynagi mitokondriyal elektron transport zinciridir. [Oz_~]nin dokulardaki en
onemli kaynagi, PMNL fonksiyonlar1 sirasinda iiretilendir. Daha az miktarda olmakla
birlikte eozinofil ve lenfositler de antibakteriyel bir ajan olarak O, - iiretirler.
PMNL’lerde O, - iiretimi membran bagl azalmig NAD(P)H-oksidaz sant1 veya heksoz
monofosfat sant1 yolu ile gergeklesir (55,60).

O, -, ‘OH radikalinden daha zayif reaktif 6zelligi olan bir molekiil olmakla
birlikte biyolojik dokulara zarar verebilir. Hiicre hasarina neden olarak, akdz ortamda

spontan bir bicimde H,0, ve 'O, radikaline déniisebilir.

LPO olarak bilinen serbest radikal zincir reaksiyonu, -OH radikalinin sebep
oldugu en 6nemli hasardir. -OH radikalinin baglica hedefi, hiicre zar1 su igermediginden
dolay1 yag asididir. Zar lipitlerinin peroksidasyonu zarin yapisini bozabilmekte ve

gegcirgenligini artirip hiicre 6liimiine sebep olabilmektedir (55, 61).

Singlet oksijen radikali (*O,), ger¢ek bir radikal degildir. Ciinkii eslesmemis
elektron tasimaz. Oksijenin yiiksek enerji ile uyarilmis formu olup biyolojik sistemlerde
fotosentez reaksiyonlar1 sirasinda, dig yoriingesindeki bir elektronun enerjisinin
degismesi ve stabilitenin bozulmasiyla olusur. Oksijenin kinetik olarak uyarilan bu
formu, membran lipitleri ile oldukca yliksek reaktivite gosterir ve hiicre membranindaki
coklu doymamis yag asitleriyle (PUFA) reaksiyona girerek lipit peroksitlerin
olusumuna yol agabilmektedir (55,62).

H,0, radikali enzimatik olarak Oksijenin iki elektron alarak indirgenmesiyle ya
da O, - radikallerinin enzimatik veya non-enzimatik dismutasyonu sonucu olusur.
Yapisinda paylasilmamis elektron icermediginden radikal 6zellik tasimaz, reaktif bir tiir

degildir. Gligsiiz bir oksidan olmasina ragmen hiicre membranlarindan kolayca difflize
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olabildigi i¢in ve ayrica gecis metalleriyle Fenton reaksiyonuna girdigi i¢in hasar

olusturmada yiiksek potansiyele sahiptir.

H,0,, 6zellikle proteinlerdeki hem grubunda bulunan Fe*? ile tepkimeye girerek
yiiksek oksidasyon diizeyindeki reaktif formlarini olusturur. Ayrica bu radikal birgok
pro-enflamatuvar sitokinin transkripsiyonundan sorumlu niikleer faktér kappa-B (NF-
«kB)’nin oksidasyonunda rol oynar. H,0O, radikalinin uzaklastirmasi hiicrelerdeki 6nemli

antioksidan enzimler olan KAT ve peroksidaz enzimleri ile gergeklestirilebilir (63-65).

Serbest radikaller, normal insan fizyolojisinde endojen kaynakli olarak
indirgenme-yiikseltgenme (redoks) tepkimelerinde; mitokondriyal, endoplazmik ve
niikleer elektron iletim sistemlerinde (Sitokrom P-450), peroksizomlarda, monosit ve
ndtrofillerin fagositozu gibi metabolik olaylar sirasinda bol miktarda tiretilir. Ayrica bu
molekiiller hiicre icerisinde ultraviyole 1smlari, x 1simnlar1 gibi radyant enerjinin emilimi,
hava kirliligi, sigara dumani, parasetamol, nitrofurantoin gibi ilaglarin kullanim,

solventler gibi ¢evresel faktorlerin etkisiyle eksojen kaynakli olarak da olusabilirler.
2.2.1.1. Serbest Radikallerin Biyolojik Etkileri

Antioksidan savunma mekanizmasi ve serbest radikaller arasindaki denge
oksidanlar lehine bozuldugunda serbest radikaller; lipit, protein, karbonhidrat ve DNA
gibi biyomolekiiller ile etkileserek hiicrede yapisal ve metabolik degisikliklere neden

olmaktadir (55,66).

1) Membran Lipitleri Uzerinde Etkileri: Serbest radikaller hiicre komponentleri ile
etkilesim i¢ine girebilmeleri i¢in hiicre membranini gegmek zorundadir. Hiicre zari
icerdigi PUFA nedeniyle oksidatif hasara olduk¢a duyarlidir. Yag asidi zincirinden
serbest radikallerin etkisi ile hidrojen atomunun uzaklasmasi, bu yag asidi zincirinin de
radikal 6zelligi kazanmasma neden olur. LPO, PUFA’nin radikaller ile oksidasyonu
sonucu baglar, zincir reaksiyonlar1 seklinde devam eder ve sonucunda MDA, 4-
hidroksinoneal (HNA), alkoller, etan ve pentan olusur. LPO sonucu membran biitiinliigii
bozulmasi ile membran proteinleri, reseptorleri ve ayrica bunlara baglanan enzimler

inaktive olurlar (67).
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2) Proteinler Uzerinde Etkileri: Serbest radikallerin etkilerine karsi proteinler,
lipitlere gore daha az hassastirlar ve etkilenme dereceleri aminoasit igeriklerine baglidir.
Serbest radikal atagi sonucu proteinlerde aminoasitlerin modifikasyonu, proteinlerin
fragmantasyonu ve agregasyonu veya c¢apraz baglanmalar1 gibi yapisal degisiklikler
meydana gelmektedir. Boylece enzim, ndrotransmitter ve reseptor proteinlerinin
fonksiyonlarmi bozabilir, immiin sistemi uyarabilecek antijenik degisikliklere de yol

acabilir.(68,69)

3) Karbonhidratlar Uzerinde Etkileri: Glikkoz, mannoz ve deoksi sekerler
otooksidasyona ugrayarak, 0, - ve H,0, radikallerini olustururlar. Monosakkaritlerin

otooksidasyonu cesitli hastaliklarin patogenezinde 6nemli rol oynamaktadir (70).

4) DNA Uzerinde Etkileri: Serbest radikaller niikleik asit-baz modifikasyonlarina,
nokta mutasyonlara, DNA ¢ift sarmalinin agilmasina, depiirinasyona, capraz
baglanmalara neden olabilir. Bu etkiler kromozomal mutasyonlar ve sitotoksisite ile

sonuglanir (58).
2.2.2 Antioksidanlar

Notrofil, makrofaj gibi immiin sistem hiicrelerinin savunma mekanizmasi igin
serbest radikal reaksiyonlar1 gerekli olsa da serbest radikallerin fazla tiretimi doku
hasar1 ve hiicre 6liimii ile sonuglanmaktadir. Dolayisi ile serbest radikallerin tetikledigi
oksidatif hasara karsi savunma mekanizmalar1 harekete geger. Bunlar Onleyici

mekanizmalar, tamir mekanizmalari, fiziksel savunmalar ve antioksidan savunmalardir

(55).

Antioksidan savunma; canli hiicrelerde bulunan protein, lipit, karbonhidrat ve
DNA gibi oksitlenebilecek maddelerin oksidasyonunun Onlenmesi veya geciktirile-
bilmesidir. Bu siiregte rol oynayan maddelere ‘antioksidanlar’ denir (71). Enzimatik
antioksidanlar SOD, KAT ve GSH-Px enzimleridir. SOD’n yapisinda bakir, ¢inko ve
manganez, GSH-Px’da ise selenyum iyonu bulundugundan bu enzimler metaloenzim
olarak da adlandirilirlar (64,70). Hiicre i¢i ortamin aksine hiicre dis1 ortamda
gerceklesen, enzimatik olmayan antioksidan savunmadan ise E ve C vitamini,
transferrin, seruloplazmin, albumin, biliiriibin, B-karoten sorumludur. Hiicre i¢i ortamin

aksine hiicre dis1 stvilarda enzimatik antioksidan sistemin aktivitesi smirhidir (71,72).
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2.2.2.1. Enzimatik Antioksidanlar

Siiperoksit Dismutaz (SOD): O, - radikalinin H,O, ve O, molekiillerine doniisiimiinii
katalizlemektedir. Metalloprotein olan SOD, hiicrelerdeki O, - diizeylerini kontrol
etmede rol oynar. SOD, bir O, - radikalini yiikseltgerken, diger O, - radikalini H,O,’e
indirger (73).

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px): Glutatyon yolunun ilk enzimidir, hidro- peroksitlerin
indirgenmesinden sorumludur. Enzim aktivitesi, pentoz fosfat yolunda iiretilen
NAD(P)H’a bagimlidir (74).

1. ROOH + 2GSH GSH-Px » ROH + GSSG + H,0

2. 2GSH + H,0, GSH-Px » 2H,0 + 0O,

GSH-Px, ti¢ peptidli glutatyonu kendi oksidize formuna (GSSG) oksidize ederken;
sitozol ve mitokondrideki SOD tarafindan {iretilmis olan H,O, radikalini, yiiksek

spesifite gostererek ortadan kaldirabilme 6zelligi gosterir (75).

Selenyum bagimli ve selenyumdan bagimsiz olmak iizere farkl substratlar kullanan iki
tip GSH-Px vardir. Selenyumdan bagimsiz formu organik H,O, molekiillerini kullanip
yiiksek bir aktivite gosterebilir. Selenyuma bagimli olan formu ise sitoplazmada bulunur

Ve kapasitesi daha diistiktiir (75).

Fagositik hiicrelerde major peroksit uzaklastirict olarak gérev yapan GSH-Px diger
antioksidanlarla birlikte, oksidatif patlama sirasinda serbest radikal peroksidasyonu
sonucu fagositik hiicrelerin zarar gérmesini engeller. Eritrositlerde de GSH-Px oksidatif

strese karsi en etkili antioksidandir (74).

Katalaz (KAT): iceriginde Fe** bulunduran dort hem grubuna ayrilmis, glikoprotein
yapisinda bir hemoproteindir. SOD’in olusturdugu H,O,’in peroksidazlarla beraber

oksijen ve suya pargalanmasinda rol alir (69).
2.2.2.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar
Enzimatik olmayan diger antioksidanlar sunlardir;

C Vitamini (Askorbik Asit), E Vitamini, A Vitamini, Karotenoidler, o-Lipoik Asit
(LA), Ubikinonlar (Rediikte Koenzim Q), Urik Asit, Biliiriibin, Albiimin, Transferrin,

Seruloplazmin.
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2.2.2.2.1. E Vitamini (a - Tokoferol)

E vitamini yagda eriyen ¢ok giiclii bir antioksidandir, en biiyiik biyolojik aktiviteye
sahip olan, a-tokoferol formudur. Hiicre zar1 fosfolipitlerinde bulunan poliansatiire yag
asitlerini serbest radikal etkisinden koruyan ilk savunma hattini olusturur. E vitamini,
stiperoksit ve hidroksil radikallerini, singlet oksijeni, lipit peroksit radikallerini ve diger
radikalleri indirger. Lipit peroksidasyonunun zincir reaksiyonu, E vitamini’nin zincir kirici
etkisiyle sonlandirilabilir. Olusturdugu bu koruyucu reaksiyonlar sirasinda kendisi
radikal formuna doniisse de askorbik asit, glutatyon ve koenzim Qip (ubikinon)
tarafindan tekrar aktif haline dondirikir. E vitamini, selenyum metabolizmasinda da
onemli rol oynar; selenyumun organizmadan kaybini 6nleyerek veya onu aktif sekilde

tutarak selenyum ihtiyacini azaltir.
2.3. Hiicre I¢i Kalsiyum Sinyali
2.3.1. Hiicre ici Kalsiyum Sinyali ve Onemi

Hiicrelerin iglevleri hiicresel iyon degisimleri ile tetiklenmektedir. Ca*? hem hiicre ici
sireclerde hem de hiicreler arasi etkilesimde onemli gorevlere sahiptir. Canlilarda
gerceklesen pek cok dnemli olayda Ca*? belirleyici rol oynamaktadir. Bu olaylar
arasinda hareket, kalp atisi, beynin bilgiyi isleyip hafizayr olusturmasi, yumurtanin
dollenme sonucu aktivasyonu, pankreatik hiicrelerde salgilama, yaralarin iyilesmesi,
karaciger hiicrelerinin davranislarmin diizenlenmesi ve apoptoz sayilabilir. Bu
islevlerde en 6nemli tetikleyici temel iyon, sekonder haberci olarak bilinen, Ca*?
iyonudur. Hiicre i¢ci Ca*? sinyali, hiicre i¢i Ca™ konsantrasyonunun ([Ca*?];) gecici bir

sekilde artisindan olusur (76).
2.3.2 Hiicre i¢i Ca*? Sinyalinin Olusumu

Endotel kaynakli maddelerin sentezi veya salimminda Ca*? iyonunun gerekliligi
indirekt arasgtrma yOntemleri ile belirlenmesine karsin molekiiler mekanizmalar
mikrospektro fluorometrik, elektrofizyolojik ve molekiiler arastirma tekniklerin
gelistirilmesi ile kismen de olsa aydinliga kavusturulmustur. Son yillarda gelistirilen
patch-clamp ve mikrospektrofluorometrik arastirma teknikleri ile beraber fluresan
1s181na duyarli gesitli boyalar hiicre igerisindeki iyonik akimlar1 ve hiicre i¢i serbest iyon

seviyelerinin 6l¢iilmesini miimkiin hale getirmistir (76).
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[Ca*?]i, hem hiicre disi ortama hem de hiicre i¢inde Ca*? depolayan yapilara gore cok
diisiik seviyededir. Bu nedenle Ca**’un hiicre iginde sinyal molekiilii gorevi yapabilir.
Oyle ki hiicre disindaki [Ca*?]’u yaklasik olarak 10-3 M, Ca*? depolarinda, 6rnegin
endoplazmik retikulumda (ER) 5x10-4 M civarlarinda iken [Ca™]; bu degerlerden
binlerce kez daha diisiik olan 10-7 seviyelerindedir. Bu yiizden hem hiicre i¢i ile dis1
arasinda, hem de ER ile sitoplazma arasinda ¢ok yiiksek bir Ca*? derisim farki vardir.
Bu fark Ca*? icin ¢ok biiyiik bir siirdiiriicii kuvvet olusmasma sebep olur. Hem hiicre
zar1 hem de ER zarindan Ca*? gegisi bu siirdiiriicii kuvvetin etkisi ile protein yapidaki
kanallardan olur. Bu kanallar ¢ogunlukla kapali durumda olup; voltaj, mekanik uyar1 ya
da ligand baglanmasi ile aktive olur ve Ca® gecirgenligi saglarlar (77). Hiicrenin

islevini etkileyen hiicre i¢i serbest Ca* iyon artis1 iki yolla olugmaktadir (78):
Hiicre disindan hiicre i¢ine kalsiyum girisi,

Hiicre i¢i kalsiyum depolarindan kalsiyumun salinmasi,

1-Hiicre disindan sitoplazmaya Ca® girisi saglayan kanal tipleri sunlardir:

Voltaj Bagimli Ca*? Kanallari: Membran depolarizasyonu sonucu aktive olur. Bu
aktivasyon kanallar1 Ca*®a gecirgen hale getirir. Bu sayede hiicre zarindaki elektriksel

olaylar, hiicre igindeki fizyolojik olaylarla ¢iftlenir (79).

Ligand Bagiml Ca*? Kanallari: Hiicre disindan gelen ligandlarin baglanmasi ile aktive
olur ve Ca™®’a gecirgen hale gelirler. Bu kanallar ayn1 zamanda birer reseptdr gorevi

goriirler. Bu kanallara nikotinik Asetilkolin (ACh) reseptorleri 6rnek verilebilir (80).

Kalsiyumun Sizarak Hiicreye Girdigi Kanallar: Bu kanallarin aktivasyon mekanizmasi
tam olarak bilinmemekle birlikte, hiicre ici Ca*? depolari, Ca*?sinyali sonucu ya da daha
farkli sekillerde bosaldigi zaman bu kanallar hiicre disindan sitoplazmaya Ca* girigine

sebep olurlar.
Na-Ca Exchange (degis-tokus) pompalar1
2- Hiicre i¢ci Ca™? Depolarindan Ca*? Cikisin1 Saglayan Yapilar

Ca"*’un hiicre i¢i depolardan salmmasinda Ca*? ve inositol trifosfat (iP3) ile uyarilan
reseptorler rol almaktadir. Hiicre membraninda bulunan reseptorlere agonistlerin
baglanmasi ile aktive olan G proteininin uyardigi fosfolipaz C (PLC), membran

fosfolipitlerinde IP3 ve diagilgliserol sentezine yol agmaktadir. Fosfatidil- inositol 4,5-
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bifosfat (Ptdlns 4, 5P2) ve diagilgliserol (DAG), protein kinaz C (PKC)’yi aktive ederek
bir seri fosforilasyon ve bunu izleyen aktivasyon veya inaktivasyona neden olurken; 1P3
hiicre ici depolardan heparinle bloke edilebilen Ca** salinimini saglamaktadir. Hiicre ici
serbest Ca*? artisinin tetikledigi kalsiyum salmimm, pozitif geri-besleme mekanizmas1

olarak ig gormektedir (Sekil 3).

Hiicre i¢i depolara Ca'®un almmasi baska bir deyisle sitozolden Ca*?’un

uzaklagtirilmasi ti¢ yolla gerceklesir:

A. Endoplazmik retikulum (ER) membranindaki Ca-ATPaz enzim aktivitesinin

artmasiyla ER’a Ca*? aliminin artmast.
B. Hiicre membranindaki Ca-ATPaz yardimiyla hiicre disina Ca*? atilmast.

C. Diger ikisine oranla daha az olmak iizere Na—Ca “exchange” (degis-tokus)

yardimiyla olmaktadir. Dinlenim durumunda hiicre dis1 kalsiyum iyon yogunlugu, hiicre

icine oranla 10000-20000 kat daha yiiksektir.

@ signal molecule Pl 4 5-bisphosphate
G-protein-linked ) [PI(4,5)P,]
receptor activated /

phospholipase C-B diacylglycerol

I\
activated

0O ll} protein
activated G inositol ® kinase C
o subunit 1.4 5-trisphosphate : s
A @ Ca®
(IP3) ( 3)

open IPy-gated
Ca®"-release
~ channel

Sekil 3. GPKR (G Proteini Kenetli Reseptor) aracili Ca*?sinyali (80)

2.4. Anestezi Tiiriiniin ve Anestezik Ajanin Secimi:

Yapilacak islem goz Oniine alnarak diz artroskopisi lokal, rejyonel veya genel
anestezi altinda yapilabilir (79,80). Anestetik madde se¢imi ise hastanin tibbi durumu ve

yapilacak islemin yanisira hastanin, cerrahin ve anestezistin tercihi de goz Oniine
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almarak belirlenebilir.

Lokal Anestezi: Intravenéz (IV) sedasyon saglayarak veya saglamaksizin lokal
anestezi altinda diz artroskopisi giiniimiizde oldukga sik kullanilir hale gelmistir.
Kullanilacak lokal anestetik maddenin se¢imi, islemin mali degeri ve operasyonun
sliresi gz Oniine alinarak belirlenir. Yirmi dakikadan kisa stirmesi beklenen ve biiyilik
bir cerrahi pencere gerektirmeyen operasyonlar IV sedasyonlu lokal anestezi i¢in en
uygun operasyonlardir. Bu girisimlere 6rnek tanisal artroskopi, klinik olarak kusku
duyulan kitlelerin ¢ikarilmasi ve parsiyel meniskiisektomi sayilabilir. Genis cerrahi
gerektiren ve kemige de miidahale planlanan daha biiyiik cerrahi girisimlerde lokal

anestezi iy1 bir tercih degildir (81).

Rejyonel Anestezi: Spinal veya epidural anestezi gibi rejyonel anestezi teknikleri,
islemi izlemek isteyen hastalarda ve tibbi durumlar1 geregi genel anestezi alamayacak
durumda olan hastalarda uygulanabilir. Bircok diz artroskopisi girisimleri rejyonel

anestezi ile yapilabilir.

Genel Anestezi: Genel anestezi sik olarak tercih edilir. Ciinkii genel anestezi
altinda yeterli cerrahi alan daha rahat saglanabilir, tam kas gevsemesi elde edilir ve
hasta turnike agrisina maruz kalmamis olur. Capraz bag rekonstriiksiyonu gibi kemik
iizerinde de islem gerektiren ve bu nedenle uzun turnike siiresi gerektirecek girisimlerde

genel anestezi en uygun anestezi yontemidir (82,83).
2.4.1. Genel Anestezi:

Genel anestezinin amacit amnezi, analjezi ve psisik-somatik reaksiyonlari
baskilayarak uygun cerrahi kosullar saglarken, ayn1 zamanda da hastanin saghgini ve
giivenligini devam ettirmektir. Genel anestezi uygulanirken inhalasyon, intravendz veya
her ikisinin kombine edildigi yontemler kullanilabilir. Dengeli anestezide inhalasyon ve
intravendz yolla verilen ilaglar birlikte kullanilir. Birka¢ anestezik ilacin bu sekilde
kullanilmasi tek tek ilaglarin ihtiyacini azaltacak ve istenmeyen bazi etkilerin daha az

goriilmesini saglayacaktir.
2.4.1.1. inhalasyon Anestezikleri:

Inhalasyon anestezikleri genel anestezi uygulamasinda en sik kullanilan

ajanlardir. Oda 1si1sindaki durumlarina gére gaz veya sivi seklinde olabilirler:
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1- Gaz Formda Olanlar: Dietil eter, trikloretilen, kloroform, siklopropan, azot
protoksit, ksenon bu grupta yer alir.

2- Sivi Formda Olanlar: Volatil anestezikler; halotan, enfluran, metoksifluran,

izofluran, sevofluran ve desfluran bu grupta yer alir.

Anestezinin Derinligi: Minimum alveoler konsantrasyon (MAC), 1 atmosfer
basing altinda agrili bir stimulusa karsi olusan cevabi, hayvanlarin veya insanlarin %
50’sinde ortadan kaldirmak i¢in gerekli olan inhalasyon anestetik konsantrasyonudur.
Gazn oksijen igindeki % voliimiinii gosterir. Inhalasyon anestezikleri bir buhar basimci
olusturarak alveollere, daha sonra kana ve esas hedef organ olan beyne ulasir. Beyinde
belli bir parsiyel basinca ulastiginda ise anestezik etki ortaya ¢ikar (84).

Sevofluran: Solunum yollarinda irritasyona yol agmadigi i¢in 6zellikle ¢ocuklarda
anestezi indiiksiyonu i¢in iyi bir se¢imdir. Serebral kan akimini ve intrakraniyal basinci
hafif artirir. Miyokardiyal kontraktiliteyi hafif deprese eder. Sistemik vazodilatasyon ve
kan basincinda diisme, diger ajanlarla karsilastirildiginda goreceli olarak daha azdir.
Tidal voliim, solunum sayisi ve ekspiryum sonu voliimii en az etkileyen volatil
anesteziktir. Diisilk oranda metabolize olur, metaboliti olan floriir seyrek olarak

nefrotoksisiteye yol acar (84).
2.4.1.2. Nonopioid Intravenoz Anestezikler:

Genel anestezi indiiksiyonunda anestezi idamesinde uygulanacak yontemden
bagimsiz olarak IV anestetiklerin kullanimi tercih edilmektedir. Inhalasyon anestetikleri

veya opioidlerle veya total intravendz anestezi de kombine sekilde kullanilabilir.

Intravendz anesteziklerin baslica etkisi, doza bagl olarak merkezi sinir sistemi

depresyonu sonucu gézlenen sedasyon ve hipnozdur (85).
2.4.1.2.1. Diisopropilfenol - Disoprofol (Propofol)

1-2 diizopropilfenol yapisindadir. Propofol, suda erimedigi icin preparatlart %
1’lik su-yag emulsiyonu formundadir. Propofoliin intravendz uygulanmasi barbitiiratlara
esit bir hizda veya hafifce daha yavas olarak biling kaybma neden olur. Geri doniis ise
¢ok daha gabuk olur. Ornegin 2 mg/kg tek bir indiiksiyon dozundan sonra 4.4 dakikada
tam bir iyilesme goriiliir. Bu 6zelliginden dolayr giiniibirlik olgularda, kiigiik cerrahi
girisimlerde tercih edilir. Propofol serebral kan akimini, oksijen tiiketimini ve kafa i¢i

basincini azaltir. Fokal iskemide sodyum tiyopentale benzer koruyucu etki saglar.
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Kardiyovaskiiler sistemi deprese eder, doza bagimli olarak kan basinci ve kardiyak
debiyi diisiiriir. IV uygulama sirasinda irritasyon ve agriya neden olur, birlikte verilen
opioidler veya lidokain agriya neden olur. Soliisyon bakteriyel liremeye uygundur.
Propofol uygulamayi takiben kandan ¢ok hizla elimine edilir. Eliminasyon yar1 6mrii 55
dakikadir. Klerensi 3.5 L/dk dir. Karacigerde inaktif metabolitlerine yikilir ve biiyiik

oranda idrarla atilir (85).
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3. MATERYAL - METOD
3.1. Hasta-Kontrol Populasyonun Se¢imi

Calisma, arastirmaya goniillii olarak katilan 20 hasta {izerinde uygulandu.
Artoskopi amagli operasyona alman ve c¢aligma sonuglarmi etkileyecek
iskemi/reperflizyon ve oksidatif stresle ilgili degerleri etkileyecek diyabet, inflamatuar
hastaliklar gibi problemi olmayan hastalar secildi. Caligmayi kabul eden hastalar
arastirma hakkinda ayrintili bilgilendirildi. Yazili onaylar alind:.

Calismaya katilan 20 hasta randomize olarak iki gruba ayrildi. Hastalara
premedikasyon uygulanmadi. E grubu olarak adlandirdigimiz hastalara operasyondan 2
saat once intramuskuler 300 IU E vitamini (D-Alpha-tocopherol acetat, Evigen, Aksu
Firmas1 Istanbul) uygulandi. N grubu olarak adlandirdigimiz hastalar ise E vitamini

preperat1 uygulanmadi.

Tim hastalardan operasyon oncesi bazal degerlerin belirlenmesi i¢in vendz kan
ornekleri alindi (E1lve N1). Daha sonra hastalar operasyon odasina alindi ve standart
monitdrizasyon yapildi. 3 mg/kg propofol, 2 mcg/kg fentanil ile indiiksiyonu takiben
laringeal maske uygulandi. Anestezi idamesi O,/Hava karisimi iginde sevofluran
kullanilarak saglandi. Operasyon bitiminde turnike acildiktan 45 dk sonra tekrar kan

alind1 (E2 veN2).

Tim hastalarin yas, kilogram, operasyon siiresi, turnike siiresi ve turnike basing
degerleri kaydedildi. Sistolik (SAB), diastolik (DAB), ortalama arterial basinglari
(OAB), kalp atim hizi (KAH), periferik oksijen satiirasyon degerleri (SpO,); bazal,
anestezi indiiksiyonunda, ilk 20 dk igerisinde 5 dk aralar ile, sonrasinda ise 10 dk aralar

ile 6lgiildii ve kayedildi.

Hastalardan alinan venéz kan orneklerinde, toplam nétrofil sayilart Thoma lami
ve Tirk eriyigi kullanilarak 151k mikroskobunda sayildi. Sonra kan orneklerinden
notrofiller izole edildi. Notrofillerin elde edilme (izolasyon) miktarlarina bagl her biri
10" hiicre olacak sekilde kisimlara ayrildi. PMN’lerin bir kismu, lipit peroksidasyon
(MDA, malondialdehit) diizeyleri olgiilmesi i¢in donduruldu. MDA, GSH-Px ve
indirgenmis glutatyon (GSH) analizleri ise spektrofotometrik olarak yapildi. PMN
aktivasyonundaki erken etkilesimlerin belirlenmesi agisindan 6nemli olan A[Ca™?;

degisiminin kinetik olarak izlenmesini saptamak igin; kalan PMN’ler fMLP ile aktive
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edilerek, izole edilip, Carry Eclipse fluoresence spectrophotometer cihazi ile hiicre igi
serbest kalsiyum [Ca*?]; diizey degisimleri (A[Ca*?];) belirlendi.

Tim olgulardan kan alimi1 benzer sartlarda ve ayni kisiler tarafindan
gerceklestirildi. Kanlar uygun antikoagiilan eklenmis enjektorlerle alnip kisa siire
icinde caligilmak iizere laboratuara ulastirildi. Daha sonra kanlar nétrofil izolasyonu

boliimiinde anlatildig: sekilde santriflij edilerek hiicreler ve serum izole edildi.
3.2. Caismada Kullanilan Malzemeler ve Aletler
Sogutmali santrifiij: Kubato (Japonya )
Santrifiij: Jouan B4I (Fransa)
Derin dondurucu: Ugur (Tiirkiye)
Hassas terazi: Scaltec SPB 33 (Isvigre)
Vorteks: Niive NM 100 (Tiirkiye)
Otomatik pipetler: Eppendorf (Almanya), Gilson (Fransa)
Spektrofotometre: Shimadzu UV 1601 (Japonya)
pH metre: Hanna Instruments (Portekiz)
Manyetik karistirici: Niive (Tiirkiye)
Florasan spektrofotometre (Carry Eclipsy Marka, Varian Firmasi, Avusturalya)
CO; inkubator: Heal force (Japonya)
Laminar flow kabini: Javan (Belgika)
Sallamali su banyosu: Labart (Japonya)

Pipet-Otomatik, (1 adet 0-1000 mikrolitre. 1 adet 0-200 mikrolitre): Fagus

50 1lik plastik falcon tiipleri, 1000/pk: Teknik

15 11ik falcon tiipleri, 1000/pk: Rota

1B-103 Borasilicated kapiller tiip, 1000/pk: Fagus

Ultrasantrifiij tiipti (sigsmeli), MS-80 markali santrifiij i¢in, 2 ml. Sorvall-
RotarTFT 80.2, 80000 rpm, kapaklar1 ile birlikte: ABC

Ultrasantrifiij tiipii (sigsmeli), MS-80 markali santrifiij i¢in, 35 ml. Sorvall-
RotarTFT 80.2, 50000 rpm, kapaklar1 ile: ABC
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Hirschmann 0,1-200 ml sarjli pipet Hirschmann pipettus akku: Fagus

3.3. Cahsmada Kullanilan Kimyasal Maddeler
N-Methyl-D-Glucamine, 100 gram 66930.

RPMI-1640 Medium 1x. Lot: 0384S, CAT:FG1215 500 ml.
Tripsin EDTA. Lot: 0248S Cat: L2163 100 ml.
Penicillin-Streptomycin-Gibco Cat No: 15070-063.

Cesium Hydroxide Monohydrate, 50 gram.

Hank's balanced salts solution. Cot: 02—-015-1B Lot:803421.
Ficoll 400 Type 400 DL. 5 gram. F-8016.

Fura-2-AM invitrogen

3.4. Nétrofil izolasyonu

50 ml hacimli steril bir siringaya, pihtilasmay1 6nleyici 7 ml ACD soliisyonu konuldu.
Icerisine olgulardan alinan vendz kan cekildi. Bu kan igerisinde 10,5 ml eritrositleri
¢coktiirmeye yarayan HES eklenerek; 50 ml hacimli iki adet falcon tiiplerine esit
miktarda boliinerek hafifce karistirildi. Sonra bu karigim 30 dk boyunca dik bir sekilde
tutuldu. Bu arada iki tane vakumlu biyokimya tiipiine, serum elde etmek amaci ile
yaklasik 5’er ml kan alindi. 15 dk dik bir sekilde bekletildi. 15 dk sonunda 3000 rpm de
15 dk boyunca santrifuj edildi.

Elde edilen serum, steril 15 ml hacimli bir falcon tiipiine konuldu. SER + 1x Phosphate
buffer saline (PBS) soliisyonu hazirlandi. (47,5 ml 1xPBS + 2,5 ml SER) 30 dk sonunda
iki farkli tabaka goézlendi. Eritrositlerin tiipiin dibine ¢6kmiis oldugu saptandi ve
yaklasik 40 ml olan bu iist kisim (slipernatant) alinarak ayri, steril bir 50 ml hacimli

falcon tiipiline konularak 350 g’de 10 dk santrifiij edildi.

Santriflij sonrasi slipernatant tiipiin dibinde az bir miktar kalacak sekilde atild1 ve tiipiin
dibindeki ¢okelti (pellet) bu az miktar siv1 ile tekrar ¢oziilmeye calisildi. Bir konsantre
PBS soliisyonu ile 40 ml hacme kadar tamamlandi ve tekrar 350 g’de santrifiij edildi.
Bu islem yukarida yazildig: sekilde bir kez daha tekrarlandi.
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Tiipin dip kisminda kalan pelletin igerisinde az miktarda da olsa eritrosit kalmis
olabilecegi ihtimalinden dolay1 pelletin iizerine hizli bir sekilde 10 ml enjeksiyonluk
steril su dokiildii ve 30 saniye durmasina miisaade edildi. 30 saniye sonrasinda 2
konsantre PBS soliisyonu konuldu. Son durumda 1 konsantre PBS olmus oldu. Tekrar
santriflij islemine gotiiriildli. Santrifiij sonras1 kirmizi renkli bir soliisyon ve gri renkli
pellet goriilmesi beklendi. Bu pellet SER+1xXPBS soliisyonu ile sulandirilarak ¢oziildii,
ve santrifiij islemi basamaklar1 iki kere tekrarlandi. Steril 50 ml hacimli bir falcon
tiiptine 15 ml Ficoll konuldu. Santrifiij isleminden ¢ikan pellet 10 ml SER+1xPBS ile
tekrar sulandirildi ve Ficoll soliisyonunun iizerine ¢ok yavas ilave edildi. 25 ml hacimli
bu yeni soliisyonumuz 800 g’de 20 dk santrifuj edildi. Ficoll; santrifuj ve yogunlugun

etkisi ile sadece notrofillerin tiipiin dibine ¢cokmesine izin verir.

Santrifiij sonras1 supernatant atildi ve tiipiin dibindeki pellet tekrar SER+1xPBS ile
sulandirild1 ve santrifiij islemi basamagi iki kere tekrarlandi. Elde edilebilen hiicre
miktarma gore 10 ile 15 ml hacim arasinda sulandirilirdi ve FURA-2 AM fliioresan
maddesi ile son konsantrasyon 2 uM olacak sekilde 37 °C de 45 dk boyunca sallamali
su banyosunda boyandi. Boyanma isleminden sonra fazla boyalarmn atilmasi ig¢in
hiicreler tekrar santrifiijj ve yilkanma islemine tabi tutuldular. Tampon soliisyonu
icerisinde etrafi seffaf plastik kiivetlere konularak spektroflorometredeki yerine

yerlestirilerek okunma iglemine gecildi.

Nétrofiller izolasyon miktarlarina bagh her biri 107 hiicre olacak sekilde kisimlara
ayrildi. Biitiin 6rneklerin PMNL’lerin bir kismi, oksidatif stresle ilgili degerlerin (GSH,
GSH-Px, MDA diizeyleri) olgiilmesi i¢in donduruldu. MDA (69) analizleri ise

spektrofotometrik olarak yapildi.

Kalan PMNL’ler fMLP ile aktive edilerek, izole edilip, carry eclipse fluoresence
spectrophotometer cihazi ile hiicre i¢i serbest kalsiyum [Ca*i diizey degisimleri
(A[Ca*?])) belirlendi. A[Ca*?]; degerinin kinetik olarak izlenmesi, PMNL aktivasyo-
nundaki erken etkilesimlerin belirlenmesi agisindan 6nemliydi. Daha sonra voltaja
duyarli Ca*? kapilar1, kalsiyum kanal blokérleri olan diltiazem ve verapamil ile bloke
edildi. Bu kanallarin bloke edilmesi, hem enflamatuar hastaliklarda yikici ndtrofil
yanitinin azaltilmasi amaci ile bu kanallarin kullanilabilecegini gdstermekte, hem de

PMNL aktivasyonlarmda Ca*? roliiniin daha iyi anlasilabilmesini saglamaktadir.
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3.5. Antioksidan Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii:
3.5.1. GSH ve GSH-Px Analizleri

GSH diizeyleri Sedlak ve Lindsay’in bildirdikleri yonteme gore spektrofotometre cihazi
ile belirlendi. GSH tayini i¢in gerekli soliisyonlar;

% 10 Triklorikasetik Asit (TCA) Soliisyonu

Tris Tamponu (0,4 M pH:8,9): 48.46 gr tris-hydroxymethil-aminomethan’m hidroklorik
asit (HCI) ile pH 8.9 olacak sekilde 1 L’de ¢6ziilmesi ile hazirland:.

Islemin Yapilisi: 0.1 ml kan homejenat1 0.4 ml TCA soliisyonu ile karistirildi. 20 sn
karistiricida vortekslendi ve 3000 rpm de 5 dk santrifiij edildi. 0.1 ml slipernatant temiz
bir tiip igine almnd1. Uzerine 0.9 ml distile su, 2.0 ml Tris tamponu ve 0.1 ml DTNB
soliisyonu eklendi. Olusan sar1 renk distile suya kars1 spektrofotometrede 412 nm dalga

boyunda okundu.

GSH-Px enzim aktiviteleri Lawrence ve Burk tarafindan bildirilen yonteme gore
spektrofotometrede belirlendi. Oda 1sisinda 5 sn beklendi. Saf suya karsi spektro-

fotometrede 412 nm dalga boyunda okundu.
Kullanilan kimyasallar

1- Tris HCI tamponu (50 mM) pH: 7.6

2- GSH soliisyonu

3- CHPO (cumene-hydroperoxide) soliisyonu
4- % 10 TCA soliisyonu

5- Tris tampon 0.4 M pH: 8.9

6- DTNB soliisyonu



26

Tablo 2. GSH-Px deneyinin analiz semasi ve kullanilan kimyasallar

Kimyasallar Kontrol Ornek
Notrofiller 0.5ml 0.5ml
Tris HCI tamponu eklendi 0.3 ml 0.3 ml
CHPO ilave edildi - 0.1 mi
GSH (her tiipe 5 sn araliklarla konuldu) 0.1 ml 0.1 ml
Oda 1sisinda tam 10 dakika beklendi

TCA (her tiip i¢in 5 sn araliklarla konuldu) 1.0 mi 1.0 mi

2500 rpm’de 5 dakika santriftij edildi

Ustteki siipernatant temiz bir tiipe alindi

Uzerine Tris Tampon eklendi 2.0 ml 2.0 ml
DTNB eklendi 0.1 ml 0.1 mil

3.5.2. Lipit peroksidasyon (MDA) Analizi

Notrofillerde LP diizeylerinin belirlenmesi, Placer ve ark. bildirdikleri yonteme gore
tiyobarbitiirik asit (TBARS) reaksiyonu ile ¢ok hassas bir spektrofotometrede
(Schimadzu, UV-1800, Japonya) yapild1 (69).

Islemin Yapilisi: Tiim nétrofil gruplar1 1/9 (2.25 ml) oraninda TBARS soliisyonu ile
sulandirildi. Kor olarak ise 0.25 ml fosfat tamponu ile 1/9 oraninda TBARS karigsimi
kullanildi. Ornekler ve kor, 20 dakika siiresince 100°C’lik kaynar su banyosunda
tutuldu. Daha sonra ¢esme suyu altinda sogutuldu. 2500 devirde 5 dakika santrifiij
edildi. Ustteki pembe renkli s1v1 otomatik pipetle hassas bir sekilde alinarak 1 cm 151k
gecisine sahip kiivette 532 nm dalga boyundaki spektrofotometrede kore karsi okundu.
Standart olarak ise yine ayni oranlarda hazirlanmis 1, 1, 3, 3 tetracthoxy propane

soliisyonu kullanildi. Degerler nanomol/gram protein olarak belirlendi.
3.6. Intraselliiler kalsiyumun 6lciilmesi

Hiicre i¢i Ca*? miktarmin dleiimii igin nétrofil hiicreleri oda 1sisinda 45 dakika
boyunca 4 uM fura—2 AM fliioresan boyasi ile boyandi (76). Boyanma isleminden
sonra yikamaya tabi tutulan hiicre manyetik olarak karistirilan, seffaf kiivetlere hiicre
yogunlugu 2x10° olacak sekilde Na*-HEPES [(mM cinsinden) NaCl, 140; KCI, 4,7;
CaCly, 1,2; MgCl,, 1.1; glukoz, 10 ve HEPES, 10 (pH 7.4)] solusyonu igerisinde
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florasan spektrofotometrede (Varian Cary Eclipse, Australia) haznesine yerlestirildi.
Fura—2 AM igin eksitasyon dalga boylar1 340 nm ve 380 nm, 505 nm emisyon dalga
boylarinda fliioresan 151k ile uyarildi ve yaklasik 7 dakika boyunca kayit alindi. Hiicre
ici serbest Ca?* iyon diizeyi [Ca*?]; degisimleri bilgisayar ekraninda 340 nm/380 nm
dalga boylarindaki uyarimlari ile kaydedildi ve Grynkiewicz ve ark.’nin metoduna gore

hesaplandi (75).
3.7. Istatistiksel Analiz

Biitiin veriler ortalama + standart sapma [mean + standard deviation (SD)] olarak
verildi. Notrofil hiicrelerinde calisilan bilimsel degerlerin aritmetik ortalama degerleri
arasindaki farkliliklar, SPSS for Windows 9.05 paket bilgisayar programi kullanilarak
istatistiksel olarak karsilastirildi.

Gruplar arasi1 fark olup olmadigi Mann-Whitney U testi istatistiksel analizi ile
degerlendirildi. Tiim istatistiksel karsilagtirmalarda anlamlilik diizeyi p<0.05 den kiigiik

olanlar anlaml1 olarak kabul edildi.

Hastalarda bakilan akut faz reaktanlar1 ve diger laboratuar testlerinin gruplar arasindaki
farkliligin1 degerlendirmek i¢in Kruskall-Wallis varyans analizi kullanildi. Kruskall-
Wallis testi onemli farklilasma gosterirse, hangi grubun digerinden farkl oldugu Mann-

Whitney U testi ile arastirildi. Anlamlilik diizeyi p<0.05 kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismaya alinan 20 olgunun yas, boy, viicut agirliklar1 agisindan gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (Tablo 3).

Hastalarin yaglar1 21 ile 51 arasinda idi. Boy dagilimi 150 cm ile 187 cm
arasindayd1. Kilolar1 ise 47 kg ile 107 kg arasinda degismekteydi.

Tablo 3. Gruplarin demografik dzellikleri (Ort£SS)

Grup N (n=10) Grup E (n=10) p
Yas (1) 37.10+4.76 42.10+2.88 0.165
Boy (cm) 167.60 + 3.63 169.60 +2.88 0.684
Agirhk (kg) 76.30 +10.19 84.30 £ 7.55 0.247
Anestezi siiresi (dk) 63.40 +21.96 54,10 +16.51 0.436
Turnike siiresi (dk) 41.60+22.90 32.50+11.74 0.529
Turnike basinc1 (mmHgQ) 284.00 +£20.11 277.00 +£ 22.63 0.579

Gruplar arasinda bazal hemodinamik degerlerde KAH, SAB, DAB, OAB, SpO;

istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (Tablo 4).

Tablo 4. Gruplarin ortalama hemodinamik degerleri (Ort£SS)

Grup N Grup E p

KTA (atim/dk) 92.00+18.56 95.30+15.14 0.591

SAB (mmHg) 120.90+12.53  121.90+11.36 0.790

DAB (mmHg) 69.50+8.78 76.10+11.51 0.354

OAB (mmHg) 85.20+9.17 89.50+11.89 0.330

SpO; (%) 98.30+0.67 98.80+1.03 0.189
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Tim gruplarm preoperatif ve postoperatif nétrofillerdeki Ca*? sinyali analiz

sonuglari sekil 4°te birlikte gosterildi.
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Grup N preoperatif notrofillerdeki Ca* sinyali analiz sonucu sekil 5’deki grafikte
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Grup N postoperatif notrofillerdeki Ca*? sinyali analiz soncu sekil 6’daki grafikte

gosterildi.
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Grup E preoperatif nétrofillerdeki Ca*? sinyali analiz sonucu sekil 7°deki grafikte

gosterildi.
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Grup E postoperatif notrofillerdeki Ca*? sinyali analiz sonucu sekil 8°deki grafikte

gosterildi.
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Sekil 8. Grup E postoperatif-E2 Ca*? sinyali analiz sonucu

Tiim gruplarin preoperatif ve postoperatif notrofillerdeki Ca™ salmimi sekil
9’daki siitun grafikte topluca gosterildi.
20000 -

18000 -

16000 -

o)
— >

c
£ 5
£ =
3 2
£ c
= £
= &
2 *o
(T
vy 9

14000 - : a.b
'S 12000 |
10000 -
= 8000 1
6000 -
4000 -
2000 -

0 T T T N
N1 N2 E1 E2

Sekil 9. Preoperatif ve Postoperatif Ca* Salmimi (Ortalama + SS). ap<0.001 ve

preoperatif (N1 ve E1) gruplarina kiyasla. bp<0.05 ve postoperatif (N2) grubuna kiyasla.

Dort grubun nétrofil kalsiyum iyon sonuglart Sekil 4’te gosterildi. Ayrica notrofil
kalsiyum iyon sonuglar1 siitiin grafigi olarak da Sekil 9°da gosterildi. Bu sonuglar
incelendiginde kontrol degerlerine oranla yani preoperatif, N1 ve E1 ortalamalarina

kiyasla, iskemi reperfiizyon, yani postoperatif periyot N2 ve E2 periyodunda sitozolde
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kalsiyum iyon akiginin istatistiksel olarak 6nemli diizeyde (p<0.001) artmis oldugu
belirlendi. Gruplar arasinda N2 ve E2 periyodunda, yani E vitamini uygulanmayan
postoperatif N2 ile E vitamini uygulanan postoperatif E2 grubu arasinda istatiksel fark
gozlenmedi.

Olgularda noétrofil lipit peroksidasyon (LP), glutatyon (GSH) ve glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) degerleri tizerinde E vitamininin etkileri Tablo 5’de gosterildi.

Tablo 5. Olgularda nétrofil lipit peroksidasyon (LP), glutatyon (GSH) ve glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) degerleri lizerinde E vitamininin etkileri. (Ortalama+SS).

Parameters Preoperatif Postoperatif Preoperatif Postoperatif
(N1) (N2) (ED) (E2)
LP (umol/g) 3.83+0.43 420+0.51° 3.85+0.42 4.16 + 0.42°
GSH (umol/g) 1.88+0.17 1.61 £0.14° 1.76 £0.31 1.93+£0.16"¢
GSH-Px (1U/g) 7.95+0.93 3.85+0.48° 8.83+£0.89 10.60 £ 1.40%°

b d
ap<0.05, p<0.01 ve Cp<0.001 ve preoperatif periyoda kiyasla. p<0.05 ve ep<0.001 ve postoperatif periyoda kiyasla

Olgularda noétrofil lipit peroksidasyon (LP) diizeyi lizerinde E vitamininin etKileri
Sekil 10°da gosterildi.

(umol/gr protein)

N1 N2 El E2
a
p<0.05 ve preop (N1 ve E1) gruplarina kiyasla.

Sekil 10. Olgularda noétrofil lipit peroksidasyon (LP) diizeyi lizerinde E vitamininin etkileri
(Ortalama+SS).
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Olgularda glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktiviteleri iizerinde E vitamininin

etkileri sekil 11°de gosterildi.

14

N :5:15:5

10

(TUl/gr protein)

N1 N2 El E2
b
ap<0.001 ve preopratif (N1 ve E1) gruplarina kiyasla. p<0.001 ve postoperatif (N2) grubuna kiyasla.

Sekil 11. Olgularda glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktiviteleri tizerinde E vitamininin etkileri
(Ortalama+SS).

Olgularda glutatyon (GSH) diizeyleri tizerinde E vitamininin etkileri Sekil 12°deki
grafikte gosterildi.

(uMol/gr protein)

N1 N2 El E2
b
ap<0.01 ve preoperatif (N1 ve E1) gruplarina kiyasla. p<0.001 ve postoperatif (N2) grubuna kiyasla.

Sekil 12. Olgularda glutatyon (GSH) diizeyleri tizerinde E vitamininin etkileri (Ortalama=£SS).
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Dort grubun nétrofil lipit peroksidasyon (LP), GSH ve GSH-Px sonuglari, Tablo
5°te gosterildi. Ayrica notrofil lipit peroksidasyon (LP), GSH ve GSH-Px sonuglari
stlin grafigi olarak da smrasiyla sekil 10, 11 ve 12’de gosterildi. Bu sonuglar
incelendiginde preoperatif (N1 ve E1) periyotlara kiyasla, iskemi reperfiizyon (N2 ve
E2) sonrasi periyotta sitozolde LP diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli diizeyde
(p<0.05) artmis oldugu belirlendi. Postoperatif (N2 ve E2) periyotta GSH (p<0.01) ve
GSH-Px (p<0.001) degerlerinin istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik oldugu
bulundu. E vitamini uygulanan postoperatif (E2) periyoduna gore, E vitamini
uygulanmayan postoperatif (N2) periyodunda, LP degismezken, GSH ve GSH-Px
degerlerinde istatisti9ksel olarak 6nemli 6l¢iide (p<0.001) artis gézlendi.
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5. TARTISMA ve SONUC

Insan viicudunda karbonhidrat, protein ve yaglarn mitokondride degerlendiril-
meleri ve fagositoz gibi fizyolojik olaylar ve iskemi, hemoraji, travma ve radyoaktivite
gibi patolojik olaylar swrasinda reaktif oksijen tiirleri ismi verilen iiriinler meydana
gelmektedir. Bunlarin baslicalari; superoksit radikali (O2"), hidrojen peroksit radikali
(H205), hidroksil radikalidir (OH"). Bu iriinler 6zellikle doymamis yag asitlerinin
yapilarint bozmaktadirlar. Bu radikallarin zararli etkilerinin dolayli yoldan hiicre
diizeyinde belirlenmesinde kullanilan yontem, malondialdehit (MDA) esasina bagli lipit
peroksidasyon (LP) diizeyi tayinidir.

Calismamizda 16kosit lipit peroksidasyon (LP) diizeylerini inceledik. Iskemi —
reperflizyon sonrast E vitamini kullanimmin lipid peroksidasyon diizeylerine etkisini
arastirdik. Sonuglar incelendiginde kontrol degerlerine oranla (N1 ve E1) iskemi
reperflizyon sonrasi postoperatif periyotta (N2 ve E2) sitozolde kalsiyum iyon akisinin
istatistiksel olarak 6nemli diizeyde (p<0.001) artmis oldugu belirlendi. E vitamini
uygulanmayan olgularin postoperatif N2 period degerleri ile E vitamini uygulanan
olgularin postoperatif E2 periodu arasinda istatistiksel fark gozlenmedi. Bu sonuglara
gore, iskemi reperflizyon sonrasi nétrofillerde lipit peroksidasyonda 6nemli diizeyde
artis oldugu ve oksidatif stresin olustugu gozlemlendi. Literatiirde iskemi/reperflizyon
sonras1 serbest oksijen radikallerinin olusumunun plazma ve dokularda artigina dair
yiizlerce c¢alisma olmasma ragmen, notrofillerde sevofluran anestezisiyle birlikte

iskemi/reperfiizyona maruz kalmanm arastirildigi bir ¢alisma yoktur.

Oksidatif stres iriinlerinin viicuttaki zararl etkilerinin 6nlenmesinde antioksi-
danlar rol oynamaktadir. Antioksidanlar1 baslica iki gruba ayirmak miimkiindiir.
Birincisi enzimatik antioksidanlar olup superoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT) ve
glutatyon peroksidaz gibi enzimleri igermektedir. SOD enzimi superoksit radikalini
dismute ederek hidrojen peroksit liretmektedir. Goriiniiste SOD zararli bir is yapiyor
gibi gorinmemektedir. Fakat KAT ve GSH-Px enzimleri hidrojen peroksiti suya
pargalar. Yani SOD superoksit radikalini bu enzimlerin pargalayabilecegi sekle dismiite
etmektedir. Ikinci grup antioksidanlar enzimatik olmayan antioksidanlardir. Bu grup
icerisinde baglica yagda eriyen A, E vitaminleri ile beta karoten, C vitamini, {lirik asit
girmektedir. Ornegin, E vitamini yapisinda bulundurdugu hidrojen iyonlarini hidroksil

radikallerine vermekte ve bu sayede hidroksil radikallerini inhibe etmektedir. E vitamini
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kendisi radikal haline doniismekte ve E vitamininden radikalleri C vitamini ile glutatyon
(GSH) temizlemektedir. Bu sayede C vitamini ve GSH, E vitaminin rejenerasyonunu

saglamaktadirlar.

Bu tez calismasi sonuglar1 incelendiginde gruplarin preoperatif (N1 ve E1)
periotlarina kiyasla, postoperatif yani iskemi reperfiizyon sonrasi periotta (N2 ve E2)
sitozolde LP diizeylerinin istatistiksel olarak 6nemli diizeyde (p<0.05) arttig1 belirlendi.
Postoperatif periotta (N2 ve E2) gruplarinda GSH (p<0.01) ve GSH-Px (p<0.001)
degerlerinin istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisik oldugu bulundu. E vitamini
uygulanan postoperatif (E2) grubuna gore E vitamini uygulanmayan postoperatif (N2)
grubunda, LP degerleri degismezken, GSH ve GSH-Px degerlerinde istatistiksel olarak
onemli Ol¢iide (p<0.001) artis oldugu gozlendi.

Anestezik maddelerin antioksidan ve oksidan degerler iizerinde etkileri konusunda
simirlt caligma vardir. Yakin zamanda, Ceylan ve ark. yaptiklar1 ¢alismada desfluran
anestezisi ile birlikte oral C ve E vitamini kombinasyonunun uygulanmasinin azalan
GSH-Px ve E vitamini diizeylerini artirdigi gozlemlenmistir (86). Eroglu ve ark
desfluran anestezisi sonrasi plazma E vitamini diizeylerinin azaldigmi, oksidatif
triinlerin olustugunu goézlemlemislerdir (87). Calismanin LP, vitamin E ve GSH-Px
sonuglar1 desfluran anestezisi sonrasi olusan oksidatif stresin varligini desteklemektedir.
Desflurana bagli postoperatif komplikasyon insidans1 sistemik oksidatif stresin
varliginda artmaktadir. Vitamin C ve E alan hastalarda bu degisiklikler goriilme-
mektedir. Klinisyenler tarafindan desfluran anestezisi dncesi C ve E vitamini destegi
verilmesi komplikasyonlardan korunma agisindan Onerilmektedir. Tez ¢alismamizda

benzer sonuglara ulastik.

Oksidatif stres hiicredeki ¢ekirdekte ADP-riboz (ADPR) iiretimini 3 yolla artirmaktadir
. ADPR iiretimi G proteine bagl reseptorlerde ligand kanal aktivasyonu ile baglatilir.
Reseptor aktivasyonu ayni zamanda intraselliiler Ca*? yogunlugunun yiikselmesi IP3
tarafindan hiicre i¢i organellerden Ca*? serbest birakilmasini saglar. Voltaja duyarli Ca*?
ve transient reseptOr potansiyel melastatin 2 (TRPM2) kanallar1 hiicreye dogru gii¢lenen
TRPM?2 aktivasyonuyla bir pozitif feed back ile Ca*? girisi saglar. Alternatif kaynaklar
ADPR igeren mitokondri ve ¢ekirdektir. ADPR polimerlerinin stimiilasyon sonrasi poli

(ADPR) polimeraz—1 (PARP-1)’e ve sonrasinda poly (ADPR) glikohidrolaz (PARG)
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tarafindan ADPR’ye hidroliz edilir (88). Bu olay hiicreyi apoptozise gidinceye kadar
uyarabilir.

Sitozolde Ca*? artis1 mitokondride depolarizasyon ve porlarin agilmasi veya hiicre
disindan sitozole H,O; lerin gelisi daha fazla ROT iiretilir. ADPR ve ROS geri bildirim
mekanizmast ile voltaja duyarli Ca*? kanallar1 ile TRPM2 kanallarinin agilmasi yolu ile
sitozole Ca** akisini artirir (89). Bu tez ¢alismamizda gdzlenen lipit peroksidasyon
artigina paralel olarak sitozole Ca*? akisinin artmasi kendi arasinda uyumluluk arz
etmektedir. Artan okidatif strese bagh olarak bir kisim katyon kanallarmin ag¢ilmasina

bagli olarak sitozole Ca*? akisinin artisina neden olmus olabilir.

Propofol yiiksek lipit ¢oziinebilirligine sahip bir anestezik ajan oldugundan,
ozellikle oksidatif hasara en duyarli olan lipofilik membranlarda birikerek dokularin
antioksidan kapasitesini artirabilmektedir (40,46). Propofoliin sadece indiiksiyon
dozunda veya rejyonel anesteziye ilaveten sedasyon amaciyla kullanildiginda hasari
azaltacak yonde olumlu etkilerinin olup olmadigi konusu da arastirilmistir. Bu amagla
Cheng ve ark. spinal anestezi altinda turnike kullanilarak total diz protezi ameliyat1
yapilacak olan hastalarda midazolama kiyasla 0.2 mg.kg™ dozda bolus yapildiktan sonra
2 mg.kg?stMden diisiik dozda sedasyon amaciyla uygulanan propofoliin hasari anlamli
olarak azalttigin1 gostermislerdir (47). Propofoliin membranlarda birikici etkisi olmasina
ragmen, sadece indiiksiyonda kullanilmasi infiizyon seklinde devamli kullanima gore
hasari azaltmada etkin bulunmamis olup, operasyon boyunca devamli infiizyonun 6nemi
vurgulanmustir (48). Calismamizda propofol sadece indiiksiyonda kullanildigi igin
turnike ag¢ilmasmi takiben reperflizyon hasarin1 koruyucu o6zelliginden yeterince

yararlanilamamuistir.

Literatiirde turnikenin neden oldugu mikrovaskiiler hasar1 azaltmak i¢in immiino
supresifler, kortikosteroidler ve ¢esitli antioksidanlar, hem klinik hem de deneysel
calismalarda kullanilmistir. Notrofillerin bu hasarda, mekanizmadaki temel hiicre
olmasindan dolayi, no6trofil aktivasyonu ve sekestrasyonunu oOnlemeye yonelik
kullanilan immiinosupresif ajanlar (FK 506 / Takrolimus) ve uzun etkili steroidlerle, kas
hasarinin azaltilabilecegi ileri siiriilmistiir (22,28). Enzim olmayan antioksidanlardan
alloptirinol (ksantin oksidaz inhibitorii), vitamin E (a-tokoferol), vitamin C, 21-

aminosteroid, N asetil sistein, glutamin, karvedilol ve mannitol, turnikeye bagl iskemi-
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reperfiizyon hasarinda kullanilmig, serbest radikalleri ortamdan uzaklastirarak
sitoprotektif ve mikrosirkiilasyonu diizenleyici 6zellikleri oldugu cesitli ¢alismalarla
ortaya konmustur (29-33). Ancak vitamin E’nin nétrofillerdeki Ca®" iyonu iizerindeki
etkisi ile yeterli ¢caligma yapilmamistir. Farkli vitamin E dozlar1 ile yapilacak yeni
calismalar yararl olacaktir. Turnike uygulanarak yapilacak tiim cerrahi islemler dncesi

iskemi-reperfliizyon hasarindan korunmak i¢in vitamin E uygulamasini neriyoruz.
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OZET

Sevofluran Anestezisi Altinda Turnike uygulanan Cerrahi Artroskopi Olgularinda

E Vitamininin Nétrofillerde Kalsiyum Sinyali ve Oksidatif Stres Uzerine Etkileri

Bu calismada turnike uygulanan cerrahi artroskopi hastalarinda oksidatif stresin
etkisi, oksidatif strese yanit olarak nétrofil sitozoliine kalsiyum 1yonu akisinin énemi ve

preoperatif uygulanacak vitamin E'nin etkisinin arastirilmasi planlandi.

Polimorfoniikleer l6kositler (PMNL) inflamatuvar siirecte ana rolii oynayan
hiicrelerdir. Ca** sinyalinin olusumunu saglayan sitazolik ca®* konsantrasyonunda artis,
nétrofil aktivasyonunda énemli bir basamagi olusturmaktadir. Ca®" sinyalizasyonu ve
notrofil aktivitesinde artis doku hasarmma sebep olan reaktif oksijen radikalleri (ROS)

olusumunu indiiklemektedir.

Calismaya belirli saglik sorunu olmayan artroskopi yapilacak 20 hasta alindi. Tiim
hastalardan preoperatif ve postoperatif kan 6rnegi alindi. Gruplarin postoperatif
periyotlarinda noétrofillerde intrasitoplazmik Ca* diizeyleri ve oksidatif stres
gostergeleri preoperatif degerlerine gore anlamli derecede yiiksek bulundu. Iki grupta da
notrofillerde lipid peroksidaz diizeylerinde anlamli fark bulunmazken, E vitamini
uygulanan postoperatif E2 kan 6rneklerinde, GSH ve GSH-Px degerlerinde istatiksel
olarak 6nemli artis oldugu goézlendi (p<0.001). Turnike uygulanan hastalara operasyon
oncesi E vitamini verilmesinin oksidatif stresten korumada yarar saglayacagmi

diisiiniiyoruz.

Anahtar sézciikler: Vitamin E, oksidatif stres, nétrofillerde hiicre ici Ca*? sinyali,

artroskopi.
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SUMMARY

The effect of vitamin E on Ca®* signal in neuthrophils and
oxidative stress in tourniquet performed patients under sevoflourane

anesthesia

In this study, we aimed to investigate the effect of preoperatively administeard
vitamin E on oxidative stres parameters such as LP, GSH, GSH-Px, intracelluler
calcium release in neutrophil whick were freshly isolated from surgical artroscopy
performed patients.

Polimorphonuclear leucocytes are the main role performing cells in the
inflamatory process. The cytosolic Ca** concentration enhance that adequates the
formation of Ca*" signal constitutes an important step in neutrophil activation. The Ca*
signalisation and the increase in neutrophil activation induce the reactive oxygen

radicales formation that causes tissue damage.

Twenty healthy artroscopy planned patients were included to the study. Intra
cytosolic Ca®* levels and oxidative stress markers in the postoperative period were
found significantly higher according to preoperative levels. Lipid peroxidation in
neuthrophils were not different between two groups while GSH and GSH-Px levels

increased significantly in vitamin E supplied postoperative group (p<0.001).

We think preoperative vitamin E suplementation is beneficial in tourniquet

performed patients.

Keywords: Vitamin E, oxidative stress, Ca®* signaling in neutrophils, artroscopy.
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