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OZET

Sevofluran ve Desfluran Anestezisinin DNA Hasar1 ve Oksidatif Stres
Uzerine Etkisi

Bu ¢alismada anestezide sik kullanilan sevofluran ve desfluran gazlarinin DNA
ve oksidatif stres iizerine etkilerini arastirmay1 amacgladik. Calisma Harran Universitesi Tip
Fakiiltesi Etik Kurulunun onay1 alindiktan sonra Anesteziyoloji ve Reanimasyon Kliniginin
ameliyathanesinde gerceklestirildi.

Rasgele secilen ve ASA I, ASA II sinifi hastalar 2 gruba ayrildi. Grup I’de , % 2
sevofluran + 3L/dk hava + 2L/dk O, ile Grup II’ de % 6—7 desfluran + 3L/dk hava + 2L/dk
O, ile anestezi idamesi saglandi. Noromuskiiler iletimde % 30 derlenme saglandigi zaman 0.5
mg kg ' rokuronyum iv bolus olarak uygulandi.

Tim gruplarda grCO, 25-35 mmHg araliginda olacak sekilde mekanik
ventilasyon (Mod; IPPV, solunum sayis;; 12-15 /dk, tidal voliim; 10mL kg, I/E: 1/2)
uygulandi.

Anestezi idamesi; anestezi ve cerrahi siiresi, hastalarda gelisebilecek
komplikasyonlar kaydedildi.

Hastalardan preoperatif donemde indiikksiyonun hemen Oncesinde ve
intraoperatif 120. dakikada 5ml vendz kan alindi. Ozel bir kap igerisinde soguk ortamda en
kisa siirede Harran Universitesi Arastirma Hastanesi Biyokimya Anabilim Dali laboratuarina
ulastirildi. Bu kanlarda mononiikleer 16kositlerden comet assay yontemi ile DNA hasari
Olciildii. Ayn1 kan Orneklerinde total oksidatif durum (TOS) ve Total antioksidan kapasite
(TAK) &lgiildii. Oksidatif stres indeks (OSI) hesaplandi.

Calisma sonunda sevofluran ve desfluran grubunda intraoperatif 120. dakikada
alan kan 6rneklerindeki DNA hasarlarinda preoperatif degerlere gére anlamli artig bulundu.
Bu artis desfluran grubunda istatistiksel olarak daha anlamli bulundu.

Antioksidan kapasite sonuglar1 her iki grupta da farklilik gdstermedi. Oksidatif
durum, desfluran grubunda sevofluran grubuna gore anlamli artmis bulundu. Grup ici
karsilagtirmalarda her iki grup i¢in de intraoperatif 120. dakika oksidatif durum degerleri
preoperatif degerlere gore anlamli artis gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Sevofluran, Desfluran, DNA, Total Oksidatif Status, Total Antioksidan

Kapasite

IX



SUMMARY

The Effects Of Sevoflurane And Desflurane Anesthesia On The DNA Damage
And Oxidative Stress

In this study; it is aimed to research the effects of sevoflurane and desfluran gases
which are mostly used in anesthesia on DNA and oxidative stress. The study has been realized
in the operating room of the Anesthesiology and Intensive Care Clinic after the applause of
ethic committee of Harran University Medicine Faculty.

Randomly selected ASA I, ASA II class patients have divided into two groups. In
Group I, with 2% sevoflurane + 3L/min air + 2L/min O,, in Grup II with 6-7% desflurane +
3L/min air+ 2L/min O, the perpetuation of anesthesia is provided. In neuromuscular
transmission when the compilation provided 0.5 mg kg™ rocuronium has applied as iv bolus.
In both groups in the grCO, 25-35 mmHg interval mechanical ventilation has been applied.
(Mod; IPPV, Respiration Number; 12—15 /min, tidal volume; 10mL kg'l, I/E: ).

The perpetuation of anesthesia, surgical duration and the complication might be evolved have
been recorded.

In the preoperative period (pre-induction) and intraoperative 120™ minute, 5 ml venous
blood has been taken. They have been attained to Biochemistry Discipline Laboratory of
Harran University Research Hospital in a special container in cold condition. In these bloods,
with the method of comet assay DNA damage has been measured. From the same sample of
bloods, total oxidative status (TOS) and total oxidative capacity (TAC) have been measured.
Oxidative stress index has been evaluated.

In the result of the study, in the sevoflurane and desfluran groups, in intraoperative
120™ minute, a meaningful increase has been observed according to the preoperative values in
the damage of DNA from the blood samples. This increase has been attained more meaningful
due to the statistics in the desfluran group.

Antioxidant capacity results didn’t show any difference in both of the groups. The
oxidative case in the desfluran group has been detected as increased with the comparison of
sevoflurane group. In the comparison of inside the group for both of the groups, in the
intraoperative 120™ minute, the values of oxidative case has discovered with a meaningful
increase according to the preoperative values.

Key Words: Sevoflurane, Desfluran, DNA, Total Oxidative Otatus, Total Antioxidant
Capacity.



1.GIRIS VE AMAC

Genel anestezi uygulamalarinda istenen; organizmanin fizyolojisine ve
metabolizmasina en az zarar verecek kosullar1 saglamaktir. Giiniimiizde kullanilan
anestezik ajanlar bu sartlar1 tam anlamiyla yerine getiremediginden yeni ajanlar
gelistirilmekte ve bu ajanlarin organizmaya olan etkileri arastirilmaktadir.

Sevofluran ve desfluran anestezikleri, hizli etki baslangici ve anesteziden
derlenmenin ¢abuk olmasi nedeniyle genel anestezide siklikla kullanilmaktadir (1,
2,3).

Hiicrelerin normal fonksiyonlar1 sirasinda agiga ¢ikan ve bu hiicrelerin
dogal antioksidan sistemleriyle yok edilen serbest oksijen radikalleri, viicutta
oksidatif bir denge halindedirler. Bu oksidatif denge saglandig1 siirece organizma,
bu bilesiklerin zararli etkilerinden korunmus olur. Serbest radikal olusum hizi
antioksidan sistemin yok etme giiclinii astiginda, denge bozulur ve serbest
radikallere bagli oksidatif stres ortaya cikar (4).

Serbest radikaller; proteinler, polisakkaridler, niikleik asitler ve doymamus
yag asitleri gibi tiim biyolojik maddelerle reaksiyona girebilirler. Doymamis yag
asitleri hiicre membraninda yiiksek konsantrasyonda bulunur ve radikallerin
saldirisina ugrar. Ozellikle hidroksi radikallerle membran yapilarmin reaksiyonu
membran lipidlerinin peroksidasyonuna yol agar. Membran biitiinliigliniin
bozulmasini hiicre 6liimii veya hiicreler arasi biitlinliigiin bozulmasi takip eder (4).

Viicutta serbest oksijen radikallerinin olusumu anestezinin tipi, siiresi ve
uygulanan cerrahilerden etkilenmektedir. Anestezik maddelere bagli oksidan-
antioksidan etkiler dokulara gore degismektedir. Antioksidan kapasitenin azalmasi
hiicrelerin yaralanmasina, buna bagl olarak DNA hasarina ve mutasyonlara zemin
hazirlayabilir.

Yapilan ¢alismalarda, genellikle kronik maruziyet sonrasi gelisen DNA
hasar1 aragtirllmigtir. Ameliyatla smirli siirelerde sevofluran ve desfluran
anestezilerinin DNA hasar1 ve oksidatif durum iizerine etkileri ile ilgili siurl

sayida arastirma mevcuttur.



Calismamizda, klinikte genel anestezi altinda elektif cerrahi gegirecek
hastalarda sevofluran ve desfluran anestezilerinin DNA hasar1 ve oksidatif stres

tizerine etkileri arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 GENEL ANESTEZi

Genel anestezi, basit olarak algilama ve davraniglarda gelisen gecici
degisiklikler olarak tanimlanabilir. Verilen ilaglarin etkisi ile yasamsal
fonksiyonlarda 6nemli bir degisiklik olusmadan gelisen gecici biling kaybi, gegici
his kayb1 ve refleks aktivitede azalma ile karakterizedir. Bu durum genel anestezik
etkili ilaglarin santral sinir sisteminde (SSS) yaptig1, kortikal ve psisik merkezlerden
baslayip, sirasiyla bazal gangliyonlar, serebellum, medulla spinalis ve mediiller
merkezlerdeki depresyonunun sonucudur. Biling kaybi, reflekslerin azalmasi ile

birlikte kas gevsemesi de genel anestezinin 6nemli bir komponentidir (5, 6).
2.2 GENEL ANESTEZi YONTEMLERI
2.2.1. inhalasyon anestezisi

Solunum yolu ile alinan anestezik gaz ve buharlar alveollere, oradan da kana
gecer. Beyne ulasan anestezik miktart belli seviyeye geldiginde genel anestezi
meydana gelir. Inhalasyon anesteziklerinin meydana getirdigi genel anestezinin
derinligi, dogrudan dogruya bu maddelerin beyindeki parsiyel basincina baglidir.
Modern anestezinin baslangic tarihi, 1846 yilinda eterin kullanilmasiyla baglar.
Azot protoksitin seriiveni de ayni tarih ve donemlerden gegmistir. Halotanin
bulunmasi inhalasyon anestezisinde bir doniim noktast olmustur. En son

kullanilmaya baglanan anestezikler sevofluran ve desflurandir (5, 6).
2.2.2. Total intraveno6z anestezi

Total intravendz anestezi (TIVA) Oyhava karisimi ile ventile edilen
hastalarda hipnotik ve analjezik ajanlarin kombine olarak inflizyon tarzinda
verildigi bir anestezi teknigidir. Aralikli uygulama yerine belli bir hizla siirekli

intravendz (iv) inflizyon uygulandiginda ilaclarin titrasyonu daha diizgiin olur.

Total intravendz anestezide en sik kullanilan ajanlar; propofol, opioidler ve
benzodiazinlerdir. Propofol hizli indiiksiyon, uyanma ve derlenme sagladigindan

TIVA’de sik kullanilan ajanlardan biridir (5, 6).



Ideal bir iv anestezik ajanmn; hizli, diizgiin ve giivenilir bir hipnoz ve
derlenme saglamasi; vital fonksiyonlar {izerine minimal etki gdéstermesi analjezik
etkisinin olmasi; birikici etki gostermemesi; inaktif metabolitlere yikilmast;
hipersensitivite, enjeksiyon yerinde agri, bulanti, kusma gibi yan etkilerinin
olmamasi; stabil bir soliisyon halinde olmasi; tercihen sudaki soliisyonun
bulunmasi, travma ve cerrahi strese uygun yanit olusturmasi, oksidatif-antioksidatif
durumu hastanin lehine ¢evirmesi istenir. Ancak heniiz boyle ideal bir iv anestezik
madde yoktur. Bu ilaglara karsi gelisen istenmeyen etkilerin bir kismi, ilacin
kendine ait ve beklenen reaksiyonlar iken bir kismi da beklenmedik sekilde ve

siddette ortaya ¢ikan asir1 duyarlilik reaksiyonlar1 olabilir (5).

2.3 SEVOFLURAN
Kimyasal formiili [CH2F-O_CH-(CH3)2] (florometil-2,2,2-trifluoro-1-
(triflorometil) etil eter) olan sevofluran yanmayan, patlamayan bir gazdir. Hos

kokuludur. (Sekil 1).

A
H-C-H
PR T

F-C-C-C-F
FHE

Sekil.1 Sevofluranin kimyasal yapisi

2.3.1. Tarihgesi:

Sevofluran 1960 yilinda Regan Wallib tarafindan sentez edilmis, 1970°de
Japonya’da kullanilmaya baglanmistir. 1990’larda Amerika Birlesik Devletleri’nde
piyasaya siiriilmiistiir ( 7, 8, 9, 10).

2.3.2. Fiziko-kimyasal Ozellikleri:

Sevofluranin kaynama noktas1 58.6°C, buhar basinc1 24/25 °C’de 197mmHg
dir. Kan/gaz ¢oziiniirliik katsayis1 0.65, beyin/gaz ¢oziiniirliik katsayist 1.7, yag/kan

coziinlirliik katsayis1 48’ dir.



2.3.3 Minimum Alveoler Konsantrasyon Degeri (MAC):

Minimum alveoler konsantrasyon (MAC); insan veya deney hayvanlarinin
yarisinda, 1 atmosfer basincinda standart bir agrili uyarana (cerrahi insizyon gibi)
cevapsizlik olusturan alveoler anestezik konsantrasyonunu tanimlamaktadir. MAC,
anestezik ajanin beyin parsiyel basincinin gostergesi oldugundan anestezik
ajanlarimin etkinliginin karsilastirilmasina imkan verir.

Yetiskinlerde sevofluranin MAC degeri oksijen igerisinde %2, %60
azotprotoksitde % 0.66 olarak bulunmustur. Cocuklarda ise oksijende %2.6,
nitrdzoksit-oksijende ise %1.98’dir (Tablo I) (7).

Tablo I. Sevofluranin yas ile degisen MAC (%) degerleri

Yas MAC (Sevofluran / O2
1-6 ay % 3.3
1-12 yas %?2.6
30-55 yas %2.0

2.3.4. Farmakokinetigi:

Sevofluran hizli bir anestezi indiiksiyonu i¢in hem c¢ocuklarda hem
eriskinlerde kullanilabilir. Salivasyon, nefes tutma, Oksiirlik veya laringospazm
insidanst halotandan daha disiiktiir veya onunla karsilagtirilabilir. Sevofluran,
inhalasyon anestezisi indiiksiyon teknikleri i¢in uygun bir anestezik gazdir. Maske
ile inhalasyon indiiksiyonu, intravendz (iv) indiiksiyon kadar hizli ve yumusak
uygulanabilir. Indiiksiyon hizina etki eden faktorler kan/gaz ¢oziiniirliigii, alveoler
ventilasyon, kalp atim hacmi, inspire edilen ajan yiizdesi ve hava yolu
irritasyonunun derecesidir.

2.3.5. Metabolizmasi

Biitiin inhalasyon ajanlar1 bir derecede metabolik donilisime ugrarlar.
Sevofluranin biyotransformasyonunun saptanmis yegane metabolik iirlinleri
heksafloroizopropanol (HFIP) ve inorganik floriirdiir (F’). Sevofluranin
metabolizma hiz1 %5 veya izofluranin 10 misli kadardir.

Heksafloroizopropanol hizla glukuronik asit ile konjuge edilerek idrar

metaboliti olarak elimine edilir. Inorganik flor sevofluran anestezisinden sonra 2-3



saatte doruk yapmakta genellikle anesteziden 48 saat sonra bazal konsantrasyonlara
yaklagmaktir.

Sodalime, baralime gibi CO, absorbanlariyla etkilesir. Bilesik A denilen
flouro metilli bir vinileter ile bilesik B olusur (7, 9, 10, 11, 12).

2.3.6. Sistemlere Etkileri:

2.3.6.1. Kardiovaskiiler Sistem Uzerine Etkileri: Sevofluran, dolasim
sistemini ve miyokardiyal kontraktiliteyi deprese eder. Sistemik vaskiiler rezistans
ve arteriyel kan basincinda, izofluran ve desflurana gore daha az diislis olur. Bunun
nedeni, kalp hiz1 ve kardiyak debiyi fazla degistirmeden etki géstermesidir. Hem (-)
inotropik hem de (-) lusitropik bir ajandir. Sistemik vazodilatasyon yapar. Koroner
kan akimini %29 oraninda artirir. Iskemi sirasinda bile koroner kan akimi
sevofluran anestezi sirasinda korunur ve koroner steal sendromu tanimlanmamustir.
Disritmik etkisi olmadigi ileri siiriilmektedir (7, 13, 14).

2.3.6.2. Solunum Sistemine Etkileri: Sevofluran, diger inhalasyon ajanlari
gibi doza bagli solunum depresyonu yapar. Doza bagli olarak tidal voliimde ve
dakika ventilasyonda azalma, buna karsilik solunum frekansinda artma meydana
getirir. Sonugta, PaCO, artar ve CO,’deki bu artisa solunum cevab1 azalir.
Sevofluranin solunum depresyonu yapmasi; .mediiller solunum ndronlarin santral
depresyonu, diafragmanin fonksiyon ve kontraktilitesinin depresyonu sonucudur.

Sevofluranin brons diiz kasinda relaksasyon meydana getirdigi ileri
stiriilmektedir. Ayrica hipoksik pulmoner vazokonstriiksiyonu inhibe ettigi de
gosterilmistir. Sevofluran diger inhalasyon ajanlarma benzer bronkodilatasyon
meydana getirir (7, 11, 14).

2.3.6.3. Santral Sinir Sistemine Etkileri: Sevofluran, serebral vaskiiler
rezistansi ve serebral metabolik hiz1 azaltir. Artan dozlarda uygulandiginda, kafa i¢i
basinct arttirmayacagi gorlilmiistiir. Sevofluran anestezisi sirasinda serebral
otoregiilasyonun saglandigi ileri siiriilmektedir (7, 11, 15).

2.3.6.4. Karaciger Uzerine Etkileri: Sevofluran metabolizmasi
trifluoroasetik tlizerinden olmadigindan hepatotoksik yan etkisinin olmadigi
diisiiniilmektedir. Karaciger kan akimi iizerine etkisi az olarak goriilmektedir.

Albumin, transferin ve fibrinojen sentezini %60-70 oraninda azalttif



goriilmektedir. Sevofluran sitooksijenaz aktivitesini baskiladigi i¢in trombosit
agregasyonunu azaltir (7, 11)

2.3.6.5. Bobrekler Uzerine Etkileri: Sevofluran anestezisi sirasinda,
inorganik fluoride diizeyi yiikselse de bobrekte defluorinizasyon az olmasi
nedeniyle nefrotoksisite goriilmedigi bildirilmistir. Sevofluran metabolizmasi
irinlerinden Compound A, soda lime ile etkileserek bdbrek korteks-medulla
bileskesindeki hiicrelerde mikroskopik hasar olusturmaktadir. idrar konsantrasyon
yetenegini etkiledigi bildirilmemistir (11, 15).

2.3.6.6. Noromuskiiler Sisteme Etkileri: Sevofluran, kaslarda yeterli
derecede gevseme meydana getirir. Ek olarak sevofluran non depolarizan

noromuskiiler blokerlerin etkisini potansiyelize eder (5, 7)

2.4 DESFLURAN
Kimyasal formiilii CHF,-O-CHFC; olan desfluranin kimyasal yapisi sekil

3’de verilmektedir.
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Sekil 2. Desfluran’in kimyasal yapisi.

2.4.1. Tarihgesi

Desfluran 1960 yili basinda Terrell ve arkadaglar1 tarafindan Ohio Medical
Products laboratuarlarinda sentezlenmistir. Orijinal ad1 1-653 olan Desfluran, florla
halojenlenmistir. Buharlagma basincinin 1 atmosfere (Atm) yakin olmasi ve
sentezlenmesindeki giicliikler nedeniyle baslangicta dikkat cekmemisti. 1980’lerde
giiniibirlik anestezinin popiilarite kazanmast nedeniyle tekrar arastirilmaya

baslanmig ve 1993°de kullanilmaya baglanmistir (16).



2.4.2. Fizikokimyasal o6zellikleri

Desfluran, bir metil etil eter olup, kimyasal olarak izoflurandan farki, alfa
metil kokiindeki klor atomu yerine bir flor atomu bulunmasidir. Bu degisiklik
molekiiliin kandaki eriyebilirligini azaltmaktadir (16).

Kaynama noktasi: 23.5 °C, buhar basinci: (20 °C) de 644 mmHg’ dir
Buharlagma basincinin  oda 1sisinda 1 Atm olmasi nedeniyle standart
vaporizatorlerle uygulanamaz. Bunun ic¢in 06zel desfluran vaporizatorii
geligtirilmistir. Desfluranin  kan/gaz ¢oziiniirliik katsayis1  0.42, beyin/kan
¢Oziiniirliik katsayisi 1.3, yag/kan ¢oziintirliik katsayis1 27°dir. Kan/gaz ¢oziintirliik
katsayisinin diisiikliigii indiiksiyon ve ayilmanin hizli olmasini, yagda erirliginin az

olmasi da etkinliginin azliginm1 ve MAC degerinin yiiksekligini agiklar (3, 16).

2.4.3. Minimum Alveoler Konsantrasyon Degeri (MAC)

Minimum alveoler konsantrasyon (MAC); insan veya deney hayvanlarinin
yarisinda, 1 atmosfer basincinda standart bir agrili uyarana (cerrahi insizyon gibi)
cevapsizlik olusturan alveoler anestezik konsantrasyonunu tanimlamaktadir. MAC,
anestetik ajanin beyin parsiyel basincinin gdstergesi oldugundan anestezik
ajanlarmin etkinliginin karsilastirilmasina imkan verir (17).

Desfluranin MAC degeri ¢esitli deneklerde % 5.7-10 arasinda olup insanda
oksijen iginde % 5.17 -7.25, % 60 azot protoksit i¢inde % 4 olarak bulunmustur (3,
18).

Tablo II. Desfluran’in yas ile degisen MAC (%) degerleri.

Yas MAC
(Desfluran/O,)

18-30 % 7.25

31-65 % 6

65 ve Ustl % 5.17




2.4.4. Metabolizmasi

Desfluran kimyasal olarak stabil bir bilesiktir. Degradasyon ve toksisite
arasinda potansiyel bir iliski oldugu icin desfluran’in degradasyona direnci bu ilacin
giivenilirliginin gostergesidir. Desfluran, kurutulmus CO, absorbanlar1 (6zellikle
baryum hidroksit laym) tarafindan klinik olarak ©6nemli diizeylerde karbon
monoksite (CO) parcalanir. Burada kullanilan absorbanin tipi, 1s1s1 ve kurulugu da
CO olugumunu ile dogrudan etkilemektedir. CO olusumunun, bazik ortamda ajanin
yikimina baghh oldugu savunulmaktadir. Ayrica sodalime ile ¢ok uzun siireli
temasinda diisiik miktarlarda fluoroform ortaya ¢ikmaktadir (CHF3) (5, 6, 19).

Karacigerinde metabolizmasi sonucu olusan florid Ol¢iilmeyecek derecede
azdir. Desfluran kullanimindan sonra hi¢ hepatotoksisite ve nefrotoksisite
bildirilmemistir.

Desfluran diisilk doku c¢oziiniirligli sayesinde daha hizli viicuttan atilir.

Eliminasyonu sirasinda, alveoler konsantrasyonu hizla diiser (5, 6).

2.4.5. Sistemlere etkileri

2.4.5.1. Kardiyovaskiiler sistem iizerine etkileri: Desfluranin insanda
kontrollii ventilasyon sirasinda 0.83 ile 1.66 MAC arasindaki degerleri
kardiyovaskiiler fonksiyon ve miyokardiyal kontraksiyon {iizerinde doza bagh
depresyon olusturur. Santral vendz basingta ve kalp hizinda doza bagh artis;
sistemik vaskiiler direng, art yiik, atim hacmi ve ortalama arteryel basingta diigme
gozlenir. Sol ventrikiil atim hacminin azalmasina ragmen kalp debisi sabit tutulur.
Desfluran anestezi siiresinin artmasi (> 7 h) durumunda tolerans gelisimine bagh
olarak, kardiyovaskiiler depresyon etkileri daha da azalir. Desfluran koroner steal
sendromuna neden olmaz (3).

2.4.5.2. Solunum sistemi iizerine etkileri: Desfluran doza bagimli olarak
tidal voliimde diisme ve buna bagli solunum frekansinda artmaya neden olur.
Desfluran ventilasyon hizindaki artmaya ragmen, dakika volimi ve alveoler
ventilasyonu azaltir. Doza bagli olarak diger etkileri sunlardir; PaCO,
artmas1,CO,’e olan ventilasyon cevabinda azalma,intrapulmoner sant oraninin

artmasi, 61l bosluk ventilasyonunun tidal ventilasyona olan oraninin artmasi (20).



Keskin kokusu ve hava yolu irritasyonu nedeniyle desfluran indiiksiyonu
sirasinda tlikriik salinnminda artma, nefesin tutulmasi, oksiiriik ve laringospazm
olusabilir (21).

2.4.5.3. Santral sinir sistemi iizerine etkileri: Diger inhalasyon
anestezikler gibi desfluran serebral damarlart direkt olarak genisleterek
normotansiyon ve normokarbide serebral kan akimini ve intrakranial basinci artirir.
Desfluran ile olusturulan hipotansiyon sirasinda metabolik gereksinimler i¢in yeterli
perfiizyon saglanir (16, 20). Desfluran kullanimi ile olusan epileptik aktivite rapor
edilmemistir (21).

2.4.5.4. Bobrekler Uzerine Etkileri: Desfluran doza bagh olarak bobrek
kan akimmi ve glomeriiler filtrasyon hizin1 diisiirir. Buna ragmen Desfluran
kullanimi ile gelisen nefrotoksisite bildirilmemistir.

2.4.5.5. Karaciger Uzerine Etkileri: Desfluran karaciger fonksiyon
testlerini etkilemez. Karaciger kan akimini azaltir. Diger ilaglarin klirensini
etkileyebilir.

2.4.5.6. Noromuskiiler Sisteme Etkileri: Desfluran, noéromuskiiler
fonksiyonlar1 deprese eder. Trakeal entiibasyon igin yeterli kas gevsemesi saglar.
Desfluran da diger volatil ajanlar gibi non depolarizan kas gevseticilerin etkisini

artirmaktadir (16).

2.5 SERBEST RADIKALLER

Atomlar, nétron ve protondan olusan bir ¢ekirdekle, bu c¢ekirdegin
cevresinde donen elektronlardan olusurlar. Atom ¢ekirdeginin ¢evresindeki,
elektronlarin bulundugu bosluga da orbital denir. Her bir orbitalde spinleri birbirine
zit (N) olan iki elektron bulunur. Bu elektronlara eslenmis veya ortaklanmus
elektronlar denir

Atom veya molekiiller, yoriingelerindeki elektronlar eslesmis ve ters
pozisyonda yer aldiklarindan kararl bir yap1 gosterirler. Bu kararli yap1 eslesmemis
elektron bulundurduklarinda bozulur.

Serbest radikaller; bu sekilde atomik veya molekiiler yoriingesinde bir veya
daha fazla sayida eslesmemis "elektron" bulunduran basit bir molekiil, atom veya
iyondur.Baska bir ifadeyle serbest radikaller, negatif yuklii elektron sayisinin,

pozitif yiiklii proton sayist ile esit olmadigi molekiillerdir Serbest radikaller
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molekiiliin kimyasal simgesinin sag iist kosesine konan nokta veya c¢izgi ile
gosterilir(R, R™) (22, 23, 24, 25, 26).

Serbest radikaller bu ortaklanmamis elektronlarindan dolay1 oldukc¢a reaktif
olup, cevrelerindeki atom ve molekiillere adeta saldirirlar. Cok kisa Omiirli
olmalarina karsin, radikal olmayan maddeler ile reaksiyona girip onlar1 da radikal
yapmalar1 ve bir dizi zincir reaksiyonu baslatip, bir¢ok radikal olusturmalarindan
dolay1 oldukga tehlikelidirler.

2.5.1. Reaktif Oksijen Tiirleri

Oksijen dogada dioksijen olarak bulunan kararsiz bir elementtir. Bu kararsiz
yapisin1 giderebilmek icin baska bir oksijen atomunun dig yoriingesindeki iki
elektronu ortaklasa kullanarak “Oksijen Radikalleri’ni olusturur(27).

Serbest oksijen radikalleri, oksijenin belirli kosullarda kismen indirgenmesi
sonucu olusan ¢ok kisa omiirlii ve gii¢lii oksidan nitelikli oksijen metabolitleridir.

Bunlar su sekilde siralanabilir:

1. Siiperoksit radikali

2. Hidrojen peroksit

3. Hidroksil radikali

4. Singlet oksijen

5. Hipoklorik asit radikali

Olusan radikal, eslesmemis tek elektronu nedeniyle ¢cok dengesizdir ve hizla
ortamdan kaybolur. Bu yiizden bu radikaller tek elektronlarini bir bagka molekiile
verebilir (rediiksiyon) ya da bir bagka molekiilden elektron alarak elektron ¢ifti
olusturabilirler (oksidasyon). Sonugta non-radikal yapiyr radikal sekle
doniistiirebilirler. Oksijen serbest radikalleri sonlarma —i veya —il eki getirilerek
isimlendirilirler; Hidroksi/hidroksil, peroksi/peroksil gibi. Reaktif oksijen tiirleri,

maruz kalinan miktar ve siireye bagl olarak hiicre fonksiyonlarini bozarlar.
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Tablo III. Oksijen Tiirevi Bilesikler

Radikaller Radikal Olmayanlar
Hidroksil (HO") Hidrojen Peroksit ( H,O,)
Alkoksil (RO') Singlet Oksijen (05 ™)
Peroksil (ROO) Ozon ( O3)

Superoksit ( Oy ) Hipoklorid ( HOCI)

Nitrik oksit (NO') Lipid hidroperoksit ( LOOH )

Azot dioksit (NO; ) Peroksinitrit ( ONOO )

2.5.1.1. Siiperoksit Radikali (02')

Molekiiler oksijen dis orbitallerinde paylagilmamis iki elektron igerir. Bu
elektronlar paylasilmadiginda, ayr1 ayri orbitallerde bulunduklarinda ve spinleri
ayni yonde oldugu zaman en diisiik enerji seviyesindedirler. Bu dis orbitallerden her

biri birer elektron daha kabul edebilir. Bu orbitallerin tek elektron almasi ile

stiperoksit anyonu (siiperoksit radikali, OZ' ), iki elektron almasi ile de peroksi

2.
anyonu (O2 ) olusur (28). Ancak siiperoksit radikalleri oksidatif strese yol agabilen

bir dizi reaksiyonlar1 baslatabilir Bu reaksiyonlarin en énemlilerinden biri Haber-
Weiss reaksiyonudur. Bu reaksiyonda O, ve H,O, demir varliginda etkileserek

oldukga reaktif olan HO' radikalleri olusmaktadir.
0, + é — Oy (siiperoksid radikali)

H,0; + Oy - HO + OH +0,

Uretilen bu OH' radikalleri oldukga reaktif olup, DNA gibi yapilarla
reaksiyonlara girerek Onemli hasarlara yol acabilmektedir (29). O, radikalleri,
hiicre i¢i demir depolarindan demiri serbest hale getirir. Serbest hale gegen demir
iyonu Haber-Weiss gibi radikal iireten reaksiyonlarda veya diger serbest radikal

aracilikli hiicre hasarinda rol oynayabilir.
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+2 +3 .
Fe + 02<—> Fe + O2

+ +2 .
Cu +02<—> Cu +O2

Stiperoksit radikali, hemen tiim aerobik hiicrelerde olusan, indirgen ve orta
derecede yiikseltgen olan bir ajandir. Esas onemi, hidrojen perokside kaynaklik
etmesi ve gecis metal iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir. Uzun bir yar1 dmre sahip
olup, lipofilik 6zellik gdsterir.

Bu o6zelliginden dolayr da olustugu yerden uzak bolgelere difiizyonla
yayilabilmektedir. Ancak dogrudan dogruya hasar yapict etkisi ¢ok fazla
degildir(30).

Ayr1 bir reaksiyon olarak nétrofillerde siiperoksit radikali plazma
membraninin dis yiizeyine yerlesmis bulunan NADPH oksidaz araciligi ile olur.
Uygun bir uyari ile fagositik hiicre uyarildiktan sonra NADPH oksidaz aktive olur.
NADPH tan iki elektron alinarak iki molekiil oksijene aktarilir. Béylece iki molekiil

02' olusur (31).
+ ) . +
20, +NADPH+H — NADPH oksidaz _, , TNADP +H

. +
20 +2H — S° L, H-O0 +0
2 2 2 2

2.5.1.2. Hidrojen Peroksit (H202)

Molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi veya
stiperoksidin bir elektron almasi sonucu peroksit meydana gelir. Peroksit molekiilii

de iki hidrojen atomu ile birleserek hidrojen peroksidi (HzOz) olusturur(32, 33).
HzOz, stiperoksit dismutaz tarafindan katalizlenen dismutasyon reaksiyonu
sonucu ortaya cikar. Iki siiperoksit molekiilii iki proton alarak HzO2 ve molekiiler

oksijeni olustururlar. Reaksiyon sonucu radikal olmayan iirlinler meydana

geldiginden bu bir dismutasyon reaksiyonu olarak bilinir.

. +
20 +2H -H O +0
2 272 2

+ . . +
20,+NADPH+H — NADPH oksidaz __, ¢y , *NADP +H_
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R - CH,OH + O, - R - CHO - H;0,

HzO2 membranlardan gecebilen uzun Omiirlii oksidandir. Kendisi

eslesmemis elektronu olmadigindan bir serbest radikal olarak kabul edilmedigi
halde, reaktif oksijen tiirleri i¢ine girer ve serbest radikal biyokimyasinda dnemli bir
rol oynar. Gegis metal iyonlar1 varliginda daha da hizla gergeklesen bir reaksiyonla
stiperoksit anyon radikali ile birlikte en reaktif radikal olan hidroksil radikalini
olusturur (34).

Tiroid hiicrelerinin apikal plazma membranlari iizerinde bulunan NADPH-

oksidaz tarafindan direkt olarak H2O2 dretilir. H2O2 tiretimi, bircok bakteri tiirtinde,

fagositik hiicrelerde, spermatozooda oldugu gibi hiicrelerde de mitokondride,
mikrozomlarda ve kloroplastlarda olur.

Peroksizomlar ¢ok 6nemli hiicre i¢i HzO2 kaynagidirlar. Bu organeldeki D-

amino asid oksidaz, iirat oksidaz, L-hidroksil asid oksidaz ve yag asidi agil- CoA

oksidaz gibi oksidazlar siiperoksit liretmeden, bol miktarda HZO2 iiretimine sebep

olurlar(35).

2.5.1.3. Hidroksil Radikalleri (HO)

Hidroksil radikali (HO), biyolojik sistemlerde bulunan en giiglii serbest
radikaldir. Hidroksil radikali, hidrojen peroksitin gecis metalleri varliginda
indirgenmesi ile (Fenton reaksiyonu) olusan son derece reaktif bir radikaldir. Ayrica

hidrojen peroksitin siliperoksit radikali ile reaksiyonu sonucunda da (Haber-Weiss

+3
reaksiyonu) meydana gelir. Bu reaksiyon katalizorsliz ¢ok yavas oldugu halde Fe

katalizorliigiinde ¢ok hizli olusur

+3 +2

02' +Fe — O2 + Fe
+2 +3 : .
Fe + H202 —Fe + OH + OH (Fenton reaksiyonu)

HZO2 + 02' — OH+OH + O2 (Haber-Weiss reaksiyonu)
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OH' radikalleri basta lipid, protein ve niikleik asitler (DNA ve RNA) olmak
iizere hemen hemen biitiin hiicresel molekiillerle reaksiyona girebilmektedirler. OH'

DNA da bulunan deoksiriboz molekiiliine etki ederek cesitli iiriinler olusturdugu ve

bu olusan iirlinlerin bazilarinin mutajenik olduklar1 goriilmiistiir. Yine OH aromatik
halkaya katilma o6zelligi gosterdiklerinden DNA ve RNA’da bulunan piirin ve
pirimidin bazlarmna katilarak radikal olusumuna neden olurlar. Ornegin: Timine
katilarak timin-radikalini olusturur ve bu radikal oksijenle reaksiyona girerek son

derece reaktif olan timin peroksil-radikaline doniismektedir. Bu gibi bir dizi

reaksiyona katilabilen OH DNA’nin baz ve sekerlerinde ciddi hasarlar olusturarak
DNA iplik kirilmalarina neden olurlar. Hasar c¢ok kapsamli olursa hiicresel
koruyucu sistemler tarafindan tamir edilemeyebilir ve bunun sonucunda
mutasyonlar ve hiicre dliimleri meydana gelir . DNA’nin piirin ve pirimidin bazlar
ile etkilesmenin yanisira tiol grubu igeren biyolojik molekiillerden H atomu da

koparabilmektedir.
R-SH+OH — RS +H;0

Sonugta olusan siilfiir radikalleri ilging kimyasal 6zelliklere sahiptir. Siilfiir

radikalleri, 02. ile kombine olabilir ve oksi-siilfiir radikallerini olusturur. RSOlz ve

RSO gibi bunlarin bir ¢ogu da biyolojik molekiillerde hasara neden olurlar.
. . N
2.5.1.4. Singlet Oksijen (0, )

Singlet oksijen, ortaklanmamis elektronu olmadigi icin radikal
sayllmamistir ancak serbest radikal reaksiyonlarini baglattig1 i¢in radikal sinifina
sokulan reaktif oksijen molekiiliidiir. Oksijenin yiiksek enerjili ve mutajenik
formudur Oksijenin eslesmemis elektronlardan birinin verilen enerji sonucu
bulundugu orbitalden bagka bir orbitale veya kendi spininin ters yoniinde yer
degistirmesiyle olusur (32). Viicutta deri ve retina gibi giin 15181na maruz kalan

bolgelerde sikca olustugu tespit edilmistir.
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2.5.1.5. Hipoklorik Asit (HOCI)
Hipokloroz asit de radikal olmadigi halde reaktif oksijen tiirleri (ROS)
icinde yer almaktadir. Fagositik hiicrelerin bakterileri 6ldiiriilmesinde 6nemli rol

oynarlar. Aktive olan nétrofiller, monositler, makrofajlar ve eozinofiller siiperoksit

radikallerini (02.) dretirler. Radikal tiretimi fagositik hiicrelerin bakterileri
oldiirmesinde biiyiik énem arz etmektedir. Ozellikle nétrofiller miyeloperoksidaz
enzimleri aracilifiyla 6nce O, ‘in olustururlar ve daha sonra dismutasyonuyla
olusan hidrojen peroksiti kloriir iyonuyla birlestirerek gii¢lii bir antibakteriyel ajan

olan HOCI’i meydana getirirler.
H,0, + HCI — HOCI + H,0O

2.5.2. Reaktif Nitrojen Tiirleri (NO, NO,, NO")

Diisilik konsantrasyonlarda iken, ortamda oksijen varliginda dahi stabilitesini
koruyabilen NO, bilinen en diisiik molekiil agirlikli, biyoaktif memeli hiicresi
sekresyon triintidiir Diger radikallerden farkli olarak diisiik dozlarda toksik degildir
ve ¢cok Onemli fizyolojik islevleri gerceklestirir NO' bir atom azot ile bir atom
oksijenin ¢iftlesmemis elektron vererek birlesmesinden meydana gelmistir ve bu
ylizden radikal tanimina uymaktadir(36). Bu lipofilik serbest radikal damar endotel
hiicrelerinde Nitrik Oksid Sentaz (NOS) enzimi aracilifiyla L-arjininden
sentezlenir. NOS’in bir¢ok izoformu tanimlanmistir. NO”’in yar1 omrii 10-20
saniyedir. Kolayca diiz kasa gegerek Guanilat Siklaz (GC) enziminin ‘“hem”
demirine baglanir ve cGMP sentezini uyarip damar gevsemesini uyarir. Sentezlenen
NO, ayn1 zamanda tiyol gruplarin1 S-nitrozilasyona ugratarak protein ve reseptor
fonksiyonlarini da degistirir.

2.5.3. Serbest Radikallerin Kaynaklar:

Biyolojik sistemlerde serbest radikal olusumu, normal metabolik olaylarin
seyri sirasinda gelebildigi gibi, organizmada bazi yabanci maddelerin metabolize
edilmesi sirasinda ve organizmanin radyasyon gibi dis etkenlere maruz
birakilmasiyla da meydana gelebilir Bu nedenle serbest radikal olusturan

mekanizmalar endojen ve ekzojen olarak ikiye ayrilmaktadir.
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2.5.3.1. Endojen Serbest Radikal Kaynaklar:

Normal metabolizma sirasinda cesitli basamaklarda serbest radikal yapisina
sahip ara {riinler meydana gelmektedir. Metabolik progesin ilerleyebilmesi i¢in bu
bilesiklerin ara iirlin olarak olusmalar1 kaginilmazdir (37).

2.5.3.1.1. Kii¢iik Molekiillerin Otooksidasyonu

Notral ortamda tiyoller, hidrokinonlar, katekolaminler, flavinler,
tetrahidrobiyopterin gibi pek ¢ok bilesik otooksidasyon ile serbest radikalleri

olusturur. Bunlar rasinda hemoglobin,hormonlar ve doymamis membran lipitleri de
vardir. Tiim bu bilesikler ile dnce 02', daha sonra Ozh‘nin reaksiyonlart ile diger

radikaller olusur (37).

2.5.3.1.2. Oksidan Enzimlerin Reaksiyonlar1

Aerobik organizmalarda oksijenin katildig1 bir¢cok reaksiyonda oksijenin tek
degerlikli indirgenmesiyle siiperoksid anyonu meydana gelebilir. Glikojen oksidaz,
ksantin oksidaz, NADPH oksidaz, NADH oksidaz, diamin oksidaz, iirat oksidaz
gibi enzimler bunlardan bazilaridir.

Ksantin oksidaz normalde NAD-bagimli dehidrogenaz olarak etki eder ve
herhangi bir serbest radikal iiretimine sebep olmaz. Fakat, in vivo olarak olusturulan
iskemi, enzimin dehidrogenaz formundan oksidaz formuna doniismesine ve
siiperoksit radikalinin iiretimine sebep olur. Ksantin oksidaz enzimi oksijen
varliginda hipoksantini ksantine veya ksantini iirik asite oksitler. Bu reaksiyonda

elektron alicis1 molekiiler oksijendir (38) .

. +
Hipoksantin + HzO +20 ;= Ksantin + 2O2 +2H

. +
Ksantin + HzO + 202 — Urik asit + 2O2 + 2H
Ksantin oksidaz iskemik dokularin reperfiizyon hasarinda rol alir .

Hipoksantin- ksantin arasindaki bu tepkime sonucu olusan siiperoksitin

yarattig1 en biiylik hasar vaskiiler sistemdedir(39).
+ +
Hipoksantin + HzO +NAD — Ksantin+ NADH + H

Ksantin oksidaz 6zellikle barsak, akciger, karaciger, bobrek gibi dokularda
yaygin olarak bulunur
Aldehit oksidaz yapr itibariyle ksantin oksidaza benzer ve substratlarinin

cogu ayni olup, sliperoksit radikali iiretir.
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2.5.3.1.3. Mitokondriyal Elektron Transferi
Mitokondriyal solunum  zinciri sirasinda NADH; FADH2 gibi

indirgeyicilerin elektronlarinin molekiiler oksijene aktarilmasi sirasinda, solunum
zinciri tagtyicilarinin indirgenmesi sonucu serbest radikal yapisina sahip iiriinler
olusmaktadir

Iskemi, hemoraji, travma, enfeksiyonlar, radyoaktivite etkisi veya alerjik
durumlarda mitokondrilerdeki oksidatif fosforilasyon dengesi etkilenir ve elektron
tasima sisteminden elektron kagaklari daha fazla olur ve oksidan molekiillerin
diizeyi artar.

2.5.3.1.4. Mikromozal Membran Elektron Transferi Zincirleri

Endoplazmik retikulum ve golgi kompleksinin yer aldigt mikrozomal
membran sistemi, birgok sentez ve yikim enzimleri yaninda, flavaprotein (NADH-
sit ¢ rediiktaz ve NADH-sit b5 rediiktaz) ve hemoprotein (sitb5, sit p450)’lerin rol
aldig iki elektron transport sistemini igerir .

Mikrozomlarda yer alan bu elektron transport sistemleri, bir yandan normal
metabolizma sonucu olusan nonpolar bilesikleri hidroksillenmis tiirevlerine
doniistlirlip bunlara daha polar 6zellik kazandirirken, diger yandan organizmaya
yabanci maddeleri de metabolize ederler .

2.5.3.1.5. Peroksizomlar

Cok onemli hiicre i¢i hidrojen peroksit kaynagidirlar. Bu organeldeki D-

aminoasid oksidaz, iirat oksidaz, L-hidroksilizin oksidaz ve yag asidi agil- CoA
oksidaz gibi oksidazlar 02' iiretmeden, bol miktarda HZO.2 iiretimine sebep olurlar.
Ancak KAT aktivitesi ¢ok yiiksek oldugu icin bu organelden sitozole ne kadar HZO2

gectigi bilinmemektedir.

2.5.3.1.6. Arasidonik Asit Metabolizmasi

Hiicre membranlarinda prostaglandin icin en 6nemli doymamis yag asidi
prekiirsorii aragidonik asittir. Fagositik hiicrelerin uyarilmasi, fosfolipaz ve protein
kinazin aktivasyonu, plazma membranlarinda arasidonik asidin salinimina yol agar.
Aragidonik  asidin  siklooksijenaz  tarafindan  katalizlenen = oksidasyonu
prostaglandinleri, lipooksijenaz tarafindan katalizlenen oksidasyonu ise

l6kotrienleri verir ve bu tepkimeler sirasinda serbest radikaller olusur.
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Arasidonik asid oksidasyonu baslatilmis bir serbest radikal reaksiyonudur.
Siklooksijenaz ve lipooksijenaz enzimlerinin her ikisi de aktiviteleri ig¢in
peroksitlere ihtiya¢ duyarlar. Siklooksijenaz aktivitesi daha sonra prostaglandinlerin
sentezi icinde gerekli olan endoperoksitlerin olusumuyla sonuglanir. Ote yandan
lipooksijenaz lipit peroksitleri iizerinden lokotrienlerin olusumunu katalize eder
(37).

Aynm1 zamanda bazi ksenobiyotiklerden bu esnada reaktif ara iirlinler
olugmaktadir. Bu ara iirlinler hedef yapilarla etkileserek toksisite gosterirler.

2.5.3.1.7. Fagositoz

Radyasyon, stres ve ksenobiyotikler aktive olmus fagositlerde serbest
radikal tiretimini arttirirlar. Aktive fagositler intraselliiler radikal olusumuna neden
olurlar . Aktive olmus fagositlerde iiretilen serbest radikaller patojenlerle savasta

onemli rol oynar.

Tablo IV. Fagosit kokenli oksidanlar

Trombositler H,0,, 0,, OH
Nétrofiller H,0,, 0,, OH, HOCI
Eozinofiller H,0,, 0,, OH, HOCI
Makrofajlar HzOz., 02', OH', HOCII, NO

Kan monositleri, doku makrofajlar1 (kupfer hiicreleri, alveolar makrofajlar)
gibi fagositik hiicreler ve nétrofiller, eozinofiller, bazofiller gibi graniilositler,
immunojenik veya 6zel bir uyaranla uyarildiktan sonra lizozomlarini1 disar1 vermeye
baglarlar. Reaktif oksijen olusumunun yanisira, mitokondri disindaki oksijen
tiretiminde bir patlama (respiratory burst) olur. Fagosite edilmis, patojenler oksidan
ajanlar tarafindan 6ldiiriiliir. Solunum yolu ile patlamanin (respitory brust ) amaci
oksidan ajanlar saglamaktir. Olusan oksidan ajanlar patojenleri 6ldiirmenin yanisira
myeloperoksidaz sistemine de etki eder. Hidrojen peroksit ve hipoklorit
kombinasyonu myeloperoksidaz sistemine etkiyerek de gii¢lii bir antimikrobiyal
aktivite gosterir. Bu radikaller memeli bakteri ve parazitlerine karsi sitotoksik

etkiye sahip oksidan ajanlardir. Membran peroksidasyonu, membran proteinlerinin
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dekarboksilasyonu ve/veya oksidasyonuna yol agip membran biitiinl{igiinii bozabilir

ve DNA’y1 okside ederek parcalayabilir. Fagositik kaynakli oksidan ajanlar;

ototoksik, immunosupresif ve mutojenik etki olusturabilirler.

2.5.3.2. Ekzojen Serbest Radikal Kaynaklari

Organizmanin dogasindan kaynaklanmayan, sadece dig etkenlerin varliginda

olusan reaksiyonlar sonucunda da serbest radikaller aciga c¢ikabilir. Bunlar su

sekilde siralanabilir;

-Antineoplastik ajanlar

-Radyasyon

-Aligkanlik yapan maddeler: Alkol ve uyusturucular.

-Cevresel ajanlar: Hava kirliligi yapan fotokimyasal maddeler, hiperoksi,

pestisitler, sigara dumani, solventler, anastezik maddeler, aromatik hidrokarbonlar.

-Stres: Streste katekolamin diizeyi artar. Katekolaminlerin oksidasyonu ise

serbest radikal kaynagidir.
2.5.4. Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikaller viicutta antioksidan savunma mekanizmasinin kapasitesini

astiklart zaman cesitli bozukluklara yol agarlar. Karbonhidrat, lipid, protein ve

DNA gibi biyomolekiillerin tiim siniflar1 ve tiim hiicre komponentleri ile etkilesme

ozelligi gostererek hiicrede yapisal ve metabolik degisikliklere neden olurlar(33,

34).
Tablo VI. Serbest radikallerin hiicredeki baslica zararl: etkileri
Doymamis Kolesterol ve yag asitlerinde oksidasyon
yaglar Lipidlerde ¢capraz baglanmalar
Organel ve hiicrelerde ¢apraz baglanmalar
Karbonhidratlar Polisakkaritlerin depolimerizasyonu
Niikleik asit Hidroksilasyonlar, Mutasyonlar, kimyasal
bazlar1 modifikasyonlar, Sekerlerde benzer reaksiyonlar

Kiikurtli amino
grup asitler
Proteinler

Nikleik asitler

Hiyaluronik asit

Protein denatiirasyonu ve ¢aprazlanma
Enzimlerde inhibisyon

Peptid zincirlerinde kopma
Denatiirasyon

Tek ve ¢ift iplik¢ik kirilmalar
Proteinlerde ¢apraz baglar

Baz igermeyen bolgeler

Sinovyal siv1 akigkanliginda degisme
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2.5.4.1. Membran Lipidleri Uzerine Etkileri

Biyomolekiillerin tiim biiyiikk smiflar1  serbest radikaller tarafindan
etkilenirler, fakat lipidler en hassas olanlaridirlar). Serbest radikallerin en belirgin
etkileri lipitler {izerinedir. Bu etki lipid peroksidasyonu (LPO) olarak tanimlanir.
LPO bir dizi hastaligin komplikasyonlarinin ortaya ¢ikmasinda ve progresyonunda
rol oynamaktadir(23, 40, 41, 42).

Lipit peroksidasyonu doymamis yag asitlerinin serbest radikallerle
etkilesmesi sonucu doymamig yag asidindeki metilen grubundan bir hidrojen
atomunun uzaklastirilmasi ile baslamaktadir. Biyolojik sistemlerde bu radikalin
siiperoksit anyon radikali ile hidroksil radikali oldugu kabul edilmektedir.
Stiperoksit anyon radikali hidroksil radikaline doniismektedir. Benzer sekilde
hidrojen peroksidin de hidroksil radikaline doniistiigii bilinmektedir. Bu nedenle
lipit peroksidasyonunu baslica hidroksil radikali baglatmaktadir.

Hidrojen atomunun koparilmasiyla olusan serbest yag asidi radikali
molekiiler oksijen ile reaksiyona girerek peroksit radikalini olusturur. Olusan
peroksit radikali yiiksek reaksiyon yetenegine sahip olup basgka bir yag asidi
molekiilii ile yeni bir hidroperoksit ve yeni bir yag asidi radikali olusturacak sekilde
reaksiyona girer. Olusan bu yag asidi radikali yeniden oksijen ile birlesir ve© RH
dan yeniden bir hidrojen atomunun ayrilmasimi saglar. Bu baslayan zincir
reaksiyonu olusan yeni radikallerin etkisiyle devamli olarak artan bir hizda devam
eder.

R +0, — ROO

ROO +RH— R + ROOH

ROOH — ROO + OH

RO + RH — R + ROH

OH + RH — R + H;O

Bir ¢ok olayda bu sekilde olusan lipit peroksiti RO ve OH' verecek sekilde
parcalanir ve bu olusan radikaller hemen substrat ile reaksiyona girerek yeni zincir
reaksiyonlarin1 baglatacak olan R radikallerini olustururlar. Boylece olusan bir

radikal siirekli olarak yeni radikallerin olusmasina neden olur.
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LPO reaksiyonu ya toplayict antioksidan reaksiyonlarla sonlandirilir veya
otokatalitik yayilma reaksiyonlari ile devam eder.

Malonildialdehid (MDA) {i¢ veya daha fazla c¢ift bag iceren yag asitlerinin
peroksidasyonu ile meydana gelir ve tiyobarbitiirik asidle 6l¢iilebilir. Bu metod
lipid peroksit diizeylerinin Ol¢lilmesinde siklikla kullanilir. MDA; yag asidi
oksidasyonunun spesifik yada kantitatif bir indikatori degildir, fakat lipid
peroksidasyonunun derecesiyle korelasyon gostermektedir (24, 43).

2.5.4.2. Proteinler Uzerine Etkileri

Proteinler serbest radikallere karsi lipidlerden daha az hassastir. Etkilenme
dereceleri igerdikleri aminoasit kompozisyonuna baglidir. Doymamis bag ve siilfiir
iceren amino asitlerden (triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin, metiyonin, sistein
gibi) meydana gelmis proteinler serbest radikallerden kolaylikla etkilenir. Karbon
merkezli radikaller ve siilfiir radikalleri meydana gelir. Bu karbon merkezli
radikallerden karbonillerin 6l¢iilmesi ile proteinlerin oksidatif hasar1 Olgiilebilir.
Serbest radikallerin meydana getirdigi hasar sonucunda proteinlerde fragmantasyon,
capraz baglanmalar ve proteinlerin agregasyonu meydana gelir. Yapilar1 bozulan
proteinler normal fonksiyonlarini meydana getiremezler. Proteinin temel
yapisindaki degisme, antijenitesindeki degismeye ve proteolize hassasiyete yol
acabilir. Radikaller, membran proteinleri ile reaksiyona girebilirler ve enzim,
ndrotransmitter ve reseptor proteinlerinin fonksiyonlariin bozulmasina neden
olabilirler. Enzimler protein yapisinda olduklarindan enzim aktivitelerinde

degisiklikler meydana gelir. Hem proteinleri de serbest radikallerden 6énemli oranda
zarar goriirler. Ozellikle oksihemoglobin 02. veya H202 ile reaksiyona girerek

methemoglobin olusur (44).

2

) + + +3
O2 + Hb-Fe - O2 +2H — Hb-Fe + HZO2 + O2

+2 + +3
HZO2 + 2Hb-Fe - O2 +2H — 2Hb-Fe + 2H20 + O2

2.5.4.3. Karbonhidratlar Uzerine Etkileri
Serbest radikallerin karbonhidratlar tzerine de oOnemli etkileri vardir.
Glukoz, mannoz ve deoksi sekerler fizyolojik sartlarda otooksidasyona ugrayarak,

stiperoksit ve hidrojen peroksiti meydana getirirler.
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Karbonhidrat oksidasyon iiriinii olan Okzoaldehitler DNA, RNA ve
proteinlere baglanabilme ve aralarinda ¢apraz baglar olusturma oOzelliklerinden
dolay1 antimitotik etki gosterirler. Boylece kanser ve yaslanma olaylarinda rol
oynarlar(45).

Glikozaminoglikan olan ve sinovyal sivinin viskositesinde 6nemli rol
oynayan hyaliironik asitin reaktif oksijen tiirleri ile etkilenmesi sonucu bag dokusu
stabilitesi bozulur. Synovial siviya gecen PMNL’lerden extraselliiler siviya salinan
H,0, ve O, buradaki mukopalisakkarit olan hyaliiranoik asidi pargalarlar .G6ziin
vitréz sivisinda bol miktarda hyaliironik asit bulunur. Bunun oksidatif hasari
katarakt olusumuna katkida bulunur (4, 40).

2.5.4.4. Niikleik Asitler ve DNA Uzerine Etkileri

Reaktif oksijen tiirleri DNA ¢ift sarmalinin ayrilmasina veya niikleik asit baz
degisimlerine neden olabilir. Bu da kromozal mutasyonlar ve sitotoksisite ile
sonuglanir (39, 46).

Nitrik oksid veya nitrojen dioksid (NO,), peroksinitrit (ONOO"), dinitrojen
trioksid (N;Os3) ve nitrik asid (HNOs) gibi reaktif {iriinleri, nitrozasyon ve
deaminasyon reaksiyonlari ile mutajenik aktivite gosterirler.

Stiperoksit anyonu gii¢lii bir oksitleyici oldugundan, guanin gibi yiiksek
elektron yogunluklu bolgeler iceren molekiillerle daha kolay tepkimeye girer .

Hidrojen peroksit ise membranlardan kolayca gecebileceginden hiicre
cekirdegindeki DNA’ya ulasir ve hiicre disfonksiyonuna hatta 6liimiine yol agar. Bu
nedenle DNA kolay zarar gorebilen bir molekiildiir (47).

Singlet oksijenin niikleik asitlerle tepkimeye girme yetenegi daha sinirhidir,
guanine spesifik baglanarak hasar olusturur.

Hidroksil radikali bazlarla ve deoksiribozlarla kolayca reaksiyona girer.
Hidroksil radikali piirin bazlan ile C4, C5 ve C8 pozisyonlarindan reaksiyona
girerek sirastyla C4-OH-, C5-OH-, ve C8-OH- piirin radikallerini olugsmaktadir .
C4-OH- ve C5-OH-piirin radikalleri dehidrasyona ugrayarak okside piirin
radikallerini  olustururlar. C8-OH-piirin  radikallerinin ~ bir  elektronlarinin
oksidasyonu ve bir elektronlarinin rediiksiyonu ile sirasiyla 8-hidroksipiirinler (7,8-
dihidroksi—8-oxo-piiriinler) ve formamidopirimidinler olusur

Her ikisi de hem oksijenli hem de oksijensiz ortamlarda meydana

gelebilmektedir. Indirgeyici ajanlar formamido- pirimidinlerin  olusumunu
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arttirirken 8-OH-pirimidinlerin olusmast i¢in oksijenli ortam uygun goriilmektedir
(4, 23, 25).

Hidroksil radikali fraksiyonunun DNA’daki seker grubu ile etkilesmesi, bes
karbon atomunun herhangi birinden bir H atomunun c¢ikarilmasiyla olmaktadir.
Seker radikalleri bir¢cok farkli reaksiyonla meydana gelmektedir. Oksijensiz
sistemlerde C4’ merkezli radikaller parcalanmaya ugrarlar ve DNA zincirleri
kirilarak saglam baz ve degisiklige ugramis seker serbest kalir. Cl merkezli
radikallerin oksidasyonu ile seker laktonu olusumu ve saglam bazin salinimi
gerceklesir. Oksijen yoklugunda, baz radikalleri kendilerine komsu olan seker
grubundan H atomu alarak seker radikallerini olustururlar ve sonugta zincir
kirilmalarma neden olurlar. Oksijenli sistemlerde karbon merkezli seker radikaline
molekiiler oksijenin eklenmesi sonucu peroksil radikalleri olusmaktadir. Seker
peroksil radikallerinin en karakteristik 6zelligi karbon-karbon bagini kirarak alkali
bolge olusturmalaridir. C5° merkezli peroksil radikali oksil radikaline
doniistiirlilerek pargalanma ile DNA zincirinin kirilmasina, saglam bazin ve
degismis sekerin serbest kalmasina yol agmaktadir . DNA’daki degisiklige ugramis
seker gruplart DNA zincirinden salinabilir ya da fosfat baglartyla DNA’ya bagh
kalabilir.

2.6 ANTIOKSIDAN SAVUNMA SISTEMLERI

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasari
Onlemek icin viicutta “antioksidan savunma sistemi” adi verilen bir¢ok savunma
mekanizmalar1 geligmistir. Biitiin hiicreler giiclii savunma sistemlerinin varlig1 ile
oksidatif strese karsi savasmaktadirlar. Savunma sistemlerini serbest radikal
tutucular1 ve bazi1 enzimler olusturmaktadir ve savunma sisteminde dncelikle enzim

sistemi etkili olmaktadir.

2.6.1. Antioksidan etki mekanizmalari
A. Toplayic1 (scavenging) etki: Serbest oksijen radikallerini etkileyerek
onlar1 tutma veya ¢ok daha zayif bir molekiile ¢evirme iglemine toplayici etki denir.

Antioksidan enzimler bu tipte etki gosterirler.
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B. Bastirici (quencher) etki: Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir
hidrojen aktararak aktivitelerini azaltan ve inaktif sekle doniistiiren olaya bastirici
etki denir. A vitamini ve flavanoidler bu tarz bir etkiye sahiptirler.

C. Onarici (repair) etki:

D. Zincir kirici (Chain breaking) etki: Serbest oksijen radikallerini
kendilerine baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini engelleyici etkiye zincir
kiric1 etki denir. Hemoglobin, seruloplazmin, E vitamini ve mineraller zincir kiric
ozellik gosterirler.

Tablo VI. Antioksidan Sistem

Enzimatik Nonenzimatik
Stiperoksit dismutaz (SOD) Glutatyon (GSH) Alblimin
Katalaz (KAT) a-Tokoferol (vit E)  Seruloplazmin
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) Askorbat (vit C) Transferrin
Glutatyon S-transferaz (GST) B-Karoten Laktoferrin
Glutatyon rediiktaz (GSSG-R) Flavonoidler Melatonin
Mitokondriyal Sitokrom oksidaz ~ Urat Sistein

Bilirubin

2.6.2. Enzimatik Antioksidanlar
2.6.2.1. Siiperoksit Dismutaz

Antioksidan savunmanin ilk basamag: siiperoksitin HZOZ’e dismutasyonunu

katalizleyen siiperoksit dismutaz enzimidir(28, 48).
Olusan hidrojen peroksidin (HZO2 ) bloke edilmesi i¢in bundan sonraki

reaksiyonlarin katalaz ve glutatyon peroksidaz ile tamamlanmasi gerekiyor.

02' + 02' + 2H+ — SOD — HzOzl + 02
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2.6.2.2. Katalaz

Katalaz (KAT), tiim hiicre tiplerinde degisik konsantrasyonlarda bulunan
dort tane hem grubu igeren bir hemoproteindir. Daha ¢ok peroksizomlarda
lokalizedir. KAT’in indirgeyici aktivitesi hidrojen peroksit ile metil, etil
hidroperoksitleri gibi kiigiik molekiillere karsidir. Biiyilk molekillii lipid
hidroperoksitlerine etki etmez. Kan, kemik iligi, mukoz membranlar, karaciger ve
bobreklerde yiiksek miktarda bulunmaktadir(44, 49).

H>O, olugum hizinin diisiik oldugu durumlarda peroksidatif tepkimeyle
(tepkime 1) veya H,O; olusum hizinin yiiksek oldugu durumlarda ise katalitik

tepkimeyle (tepkime 2) hidrojen peroksiti suya doniistiirerek ortamdan uzaklastirir.

HzOz + AHZ g 2H20 + A (tepkime 1)
H202 + HzOz — 2H20+ 02 (tepkime 2)

2.6.2.3. Glutatyon Peroksidaz

Hiicrelerde olusan hidroperoksitlerin uzaklastirilmasindan
sorumlu,selenyum igeren bir enzimdir. Endotel hiicrelerinde 6zellikle akcigerde en
etkili enzimdir(42).

Enzim aktivitesinin % 60-75°1 dkaryot hiicrelerin sitoplazmasinda bulunur.
% 25-40’1 ise mitokondridedir. Enzim aktivitesinin en fazla oldugu dokular ise

eritrositler ve karacigerdir.

H202 +2GSH — GSSG + HZO

ROOH +2GSH — GSSG +ROH + H20

GSH-Px’1n, hiicredeki dagilimi, GSSG-R’a bagimlhidir. Her iki enzim de

sitozolde en yiiksek konsantrasyonlarda bulunur.

GSSG +NADPH + H — 2GSH + NADP
Membran fosfolipid hidroperoksitlerini  alkole indirgeyen fosfolipid

hidroperoksit glutatyon peroksidaz (PLGSH-Px) da selenyum atomu igerir ve

monomerik yapidadir. Ayrica sitozolik bir enzimdir. Membrana bagli antioksidan
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olan vitamin E’nin yetersiz oldugu durumlarda PLGSH-Px membranin

peroksidasyonuna kars1 korunmasini saglar.

HZO2 +2GSH — GSSG + HZO
ROOH + 2GSH — GSSG + ROH + HZO

PLOOH +2GSH — GSSG +PLOH + HZO

2.6.2.4. Glutatyon S-Transferaz

“Selenyuma bagli olmayan GSH-Px” olarak adlandirilir. Membran LPO’nu
yalmzca fosfolipaz A2’nin varliginda inhibe eder. Oncelikle arasidonik asit ve
lineolat hidroperoksitleri olmak tizere lipid peroksitlerine karst Se bagimsiz GSH

peroksidaz gibi aktivite gostererek antioksidan etki gosterir (51) .

ROOH +2GSH — GSSG + ROH + HZO

2.6.2.5. Glutatyon Rediiktaz

Hidroperoksitlerin rediikte olmasi esnasinda meydana gelen okside
glutatyon (GSSG), GSSG-R’n katalizledigi reaksiyonla tekrar rediikte hale (GSH)
dontstir. Reaksiyonun gerceklesmesi icin NADPH’a ihtiyag vardir(44).

+
GSSG + NADPH+H — 2GSH + NADP

2.6.2.6. Mitokondrial Sitokrom Oksidaz

Solunum zincirinin son enzimi olan sitokrom oksidaz, asagidaki reaksiyonla
stiperoksidi detoksifiye eden enzimdir.

40, + 4H’ + 4 — 2H,0

Bu reaksiyon, fizyolojik sartlarda siirekli cereyan eden normal bir reaksiyon
olup bu yolla yakit maddelerinin oksidasyonu tamamlanir ve bol miktarda enerji
iretimi saglanir. Ancak, siiperoksid {liretimi ¢ogu zaman bu enzimin kapasitesini
asar. Bu durumda diger antioksidan enzimler devreye girerek siiperoksidin zararli

etkilerine engel olurlar (52, 53).
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2.6.3. Nonenzimatik Antioksidanlar

2.6.3.1. Glutatyon

Rediikte glutatyon (GSH); glutamik asit, sistein ve glisin igeren bir tripeptit
olup, aktif bir siilfidril (-SH) grubuna sahiptir. Viicuttaki GSH’nun biiyiik bolimii
karacigerde genetik bilgiye ihtiya¢ duyulmadan iki asamada sentezlenebilir(54, 55).

L-glutamat + L-sistein +ATP — ¥ gluamil sisteinsentetaz_ ,_o]ytami] sistein + ADP + Pi

y-glutamil sistein + Glisin + ATP—Sayonsentetaz_, GQH + ADP + Pj

Viicutta enzimatik olmayan Onemli bir antioksidan olan GSH, serbest
radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara kars1 korur .

2.6.3.2. Vitamin E (a-Tokoferol)

E vitamini dokularda en Onemli zincir kirici antioksidandir ve lipid
peroksidasyonuna karsi ilk siradaki korunma mekanizmasidir.

Glutatyon peroksidaz ile E vitamini serbest radikallere karsi birbirlerine
tamamlayict etki gosterirler. Enzim, tesekkiil etmis olan peroksitleri ortadan
kaldirirken E vitamini peroksitlerin sentezini engeller (44, 47).

Selliiler ve subselliiler membran fosfolipidlerinde bulunan poliansatiire yag
asitlerinin peroksidasyonuna kars1 ilk savunma hattin1 olusturdugu ve bu nedenle bu
bolgelerde yogunlastigi diistintilmektedir (47).

Vitamin E eksikligine bagl hiicresel hasarlara, lipid peroksidasyonunun yol
actig1 kabul edilmektedir.

ROO" + Toc-OH — ROOH + Toc-Or

ROO" + TocO° — ROOH + Serbest olmayan radikal

Toc-OH = TOKOFEROL

2.6.3.3. Askorbik Asit

C vitamini, Suda ¢oziinme 6zelligi gosterir; ancak lipit peroksidasyonunu
baglatan radikallerin etkilerini yok ederek, lipitleri oksidasyona kars1 korur.

C vitamini, antiproteazlarin oksidan maddeler ile inaktive olmasini engeller.
E vitaminin rejenerasyonunda gorev alarak tokoferoksil radikalinin a-tokoferole
indirgenmesini saglar. Boylece E vitamini ile birlikte LDL oksidasyonunu etkili bir

sekilde engellemis olur.
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C Vitamini, fagositoz i¢in de gereklidir. Bu vitaminin kemotaktik cevabi
artirdig1 goriilmiis; oksidatif patlama sirasinda ¢evreye yayilan reaktif bakterisidal
molekiillerin antibakterisidal etkisini saglayan intraselliiler konsantrasyonlarinda bir
azalma yapmadan, oksidatif pargalanma iirlinlerinin zarar verici etkilerini onledigi
gbzlemlenmistir.

2.6.3.4. Karotenler

Dogada yaygin olarak bulunan ve hiicreleri korumada énemli gorevleri olan
pigmentlerdir. A vitamininin metabolik 6n maddesi olan B-karotenin, singlet
oksijeni bastirabildigi, stiperoksit radikalini temizledigi ve peroksi radikalleri ile

direkt olarak etkileserek antioksidan vazife gérdiigii tesbit edilmistir (56, 57).

2.6.3.5. Flavonoidler

Lipidlerde ¢oziinen antioksidanlar sinifindan olan flavonoidler bitkilerdeki
kirmizi, mavi ve sar1 renk pigmentlerini olusturan polifenollerdir. Baslica besinsel
kaynaklar1 elma, portakal, limon gibi meyveler ile patates, karnabahar gibi
sebzelerdir. Sarap, iizim suyu ve c¢ay gibi bitkisel kaynakli iceceklerde de
bulunurlar.

Flavonoidler, 3’-4’ dihidroksi konfigiirasyonu ile antioksidan aktiviteye
sahiptir. Fenolik antioksidan, lipid radikallere hizla H vermesi seklinde lipid

oksidasyonu ile etkilesir. Gorevi ROO ve RO radikalini parcalamak ve boylece
LPO zincir reaksiyonunu sonlandirmaktadir (58).

2.6.3.6. Urat

Stiperoksit, hidroksil, peroksi radikallerini ve singlet oksijeni temizler.
Demir ve bakir iyonlarim1 baglayarak etkisizlestirir fakat lipid radikalleri tizerine
etkisi yoktur. C vitamini oksidasyonunu da engeller(59).

2.6.3.7. Bilirubin

Hem proteinlerinin yikim tirlinii olan bilirubin ayn1 zamanda ¢ok efektif bir
lipid antioksidandir. Bilirubinin mikromolar konsantrasyonlarda dahi peroksil
radikalini yakalay1ip zincir kiran antioksidan olarak davranir (34, 60).

2.6.3.8. Albiimin

Alblimin kuvvetli sekilde bakir ve zayif olarak da demiri baglar. Yiksek

konsantrasyonlarda (40-60 mg/ml) bulunur. Albumine bagli bakir, Fenton
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reaksiyonuna katilabilir fakat albumin ylizeyinde olusacak olan OH radikali
albumin tarafindan temizlenir ve radikalin serbest soliisyona kagmasina izin
vermez. Bu biyolojik olarak 6nemli olmayan, albumine ait bir reaksiyon 6rnegidir.
Ayn1 zamanda myeloperoksidaz tiirevi bir oksidan olan HOCI’i hizli bir sekilde
temizler (61).

2.6.3.9. Seruloplazmin

Plazma antioksidan aktivitesinin énemli bir kismi akut faz proteini olan
seruloplazminden kaynaklanir. Seruloplazmin oksijen radikal ara iriinleri
salinmaksizin Fe(Il)’yi Fe(Ill)’e oksitler. Seruloplazmin demir ve bakir bagimli
lipit peroksidasyonu inhibe eder. Daha az ©Onemli olmakla birlikte siiperoksit
radikali ile reaksiyona da girer (57).

2.6.3.10. Transferin ve Laktoferrin

Demiri baglayarak lipid peroksidasyonu ve demir katalizli Haber-Weiss
reaksiyonlarina katilimini durdurur veya yavaslatir (44).

2.6.3.11. Melatonin

En zararl radikal olan hidroksil radikalini ortadan kaldiran, giiniimiize kadar
bilinen en giiclii antioksidandir. Lipofilik 6zellige sahiptir. Bdylece hiicrenin biitiin
organellerine ve hiicre cekirdegine ulasilabildigi gibi kan-beyin bariyerini de
kolayca gecer. DNA hasarint da ¢ok etkili bir sekilde inhibe ettigi gosterilmistir.
Yas artimu ile birlikte melatonin iiretimi de azalmaktadir. Bu durumun yaglanma ve
yaslanmaya bagli hastaliklarin patogenezinde Onemli olabilecegi diislinlilmiistiir
(59).

2.6.3.12. Sistein

Stiperoksit ve hidroksil radikallerinin toplayicisidir.

2.7 DNA HASARLARI

2.7.1. Cekirdek DNA’sinda gelisen oksidatif hasar

Stabil bir molekiil olan DNA da, lipidler, karbonhidratlar ve proteinler gibi
spontan kimyasal oksidatif hasara ugrayabilmektedir. Insan viicudunun her
hiicresinde DNA’nin giinde yiizlerce kez oksidatif hasara maruz kaldig1 One
stiriilmiistiir (62). DNA hasar1 ve onarimi arasindaki denge nedeniyle, ¢ok diisiik

diizeylerde hasar, saglikli bireylerde de saptanmaktadir.
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Yeni dogan sicanlarda dahi oksidatif baz modifikasyonunun (8OHdG)
oldugu gosterilmistir (63). Serbest oksijen radikalleri (SOR) olusumundaki artma,
antioksidan enzim diizeylerindeki azalma ve/veya DNA onarim mekanizmalarinda
defekt olmast oksidatif DNA hasarinin artmasina yol agmaktadir (64, 65).

Oksidatif hasara bagli olarak DNA’da, tek ve ¢ift dal kiriklari, abazik
alanlar, baz modifikasyonlar1 (baz katilimi, bazlarda yeniden diizenlenme), glikoz
hasar1 meydana gelebilir veya DNA ile protein arasinda ¢apraz baglanma olabilir
(64, 65).

1- “Fenton Kimyas1” hipotezinde OH' radikalleri DNA’ya saldirarak hasar

olusturur. O, gibi H,O,- de dogrudan DNA’da hasar yapmaz. OH radikalinin DNA
tizerine etkili olabilmesi i¢in DNA’da veya ¢ok yakininda olugmasi gerekmektedir.
DNA ¢ok sayida negatif yiiklii fosfat gruplari icerdiginden, ¢esitli katyonlar1

+2/+ 142 - .
7 ye Cu™*? iyonlar negatif

baglama yetenegine sahip biiyiik bir anyondur. Fe
yiiklii DNAya stirekli bagli bulunabildikleri gibi oksidatif stres altinda hiicre i¢inde
bulunan demirli ve Dbakirli proteinlerden serbestleserek de DNA’ya
baglanabilmektedirler. Redoks aktif transisyon metal iyonlarinin baglanmalarit DNA

molekiiliinii H>O,’in hedefi haline getirmektedir (62). DNA’ya bagli metal iyonlar:
ile H,O,’in DNA iizerinde reaksiyonlagmasindan olusan OH radikalleri, OH

radikal temizleyicileri tarafindan uzaklastirilamamaktadir. Ayrica, OH radikal
temizleyicilerinin olusturdugu radikaller de DNA’ya hasar verebilmektedir (66).
2-Niikleaz aktivasyonu hipotezine gore oksidatif stres, sitozolik Ca™ iyon
konsantrasyonunda biiyilk bir artisa neden olarak nukleusdaki Ca" bagimli
endonukleazlar1 aktive etmekte ve DNA’nin fragmantasyonuna neden olmaktadir.
Nukleaz aktivasyonu DNA bazlarinda kimyasal degisikliklere neden olmamaktadir.
Ca™ selatorlerinin kullanmmi ile DNA hasarmim engellenebildigini gdsteren
arastirmalar bulunmaktadir (67). Invivo her iki hipotezin de birlikte gecerli oldugu
kabul edilmektedir. Hiicre tipine ve oksidatif stres etkenine bagli olarak
mekanizmalardan biri 6ne ¢ikmaktadir. Metal iyonlariin varligi reaksiyon hizini,
mekanizmasini ve baz modifikasyonunun tiiriinii etkilemektedir (67).
Reaktif nitrojen metabolitleri (RNM; NO,, ONOOH, N,0O;, HNOs;) DNA
bazlariin nitrolanmasina veya deaminasyonuna neden olmaktadir. RNM etkisi ile

sitozinden urasil, guaninden ksantin ve adeninden hipoksantin olugsmaktadir.
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Ayrica lipid radikalleri de OZN gibi OH radikallerinden daha 0zgiin
davranir ve tercihen guanin bazina etki eder. Olusan baslica lezyon tek dal
kiriklandir.

DNA’da oksidatif hasar ile ilk olusan lezyon dal kiriklaridir. Dal kiriklar
DNA onarimi sirasinda nukleaz aktivitesi ile de olusabileceginden her zaman
oksidatif DNA hasarim1 gostermemektedir. Tek dal kiriklarinda, diger daldaki bilgi

dogru okunarak ‘hasarli dal onarici enzimlerle onarilabildiginden ¢ift dal kiriklar

daha énemlidir (65). OH radikali piirin ve pirimidin bazlarinda modifikasyonlar
meydana getirmektedir.

Aerobik organizmalarin, mutasyonlardan korunabilmeleri ve yasamlarini
devam ettirebilmeleri i¢in DNA onarim enzimlerinin dogru fonksiyon yapmalari
mutlaka gereklidir. Diisiik diizeylerde oksidatif DNA hasar1 minimal hata riski ile
etkin bir sekilde onarilabilmektedir. Ancak, DNA onarim enzimleri ve DNA
polimeraz’in oksidatif stres altinda hasarlanmalart dogru replikasyon ve
transkripsiyon olasiligini azaltmaktadir. Onarim tamamlanincaya kadar, hiicreler
boliinmelerini genellikle durdurarak kendilerini korumaktadirlar (62). DNA'daki
oksidatif hasar yasam ile bagdasmayan yiiksek diizeylere ulastiginda hiicre 6limii
(apoptoz) gerceklesmektedir. DNA'da dal kiriklarinin olusumundan sonra DNA
onarim mekanizmasinin bir komponenti olan NAD+ bagimli poli ADP-riboz
polimeraz enzimi (PARP) aktive olmakta ve DNA hasar1 belirli bir diizeyi astiginda
asirt NAD+ ve ATP tiikketimi sonucunda hiicre Oliime gitmektedir. Hiicrenin
“NAD+-bagimli programli 6liimii’’olarak adlandirilan bu olaym, yaygin hasarl
DNA’ya sahip hiicrelerde, malign potansiyelli somatik mutantlarin olusumunu
engellemeye yonelik ‘intihar yanit’ oldugu 6ne siiriilmiistiir(68). Orta diizeylerdeki
oksidatif DNA hasarmin maligniteye yol agma olasilig1 ¢ok yiiksektir (67).

Son yillarda yapilan arastirmalarda oksidatif DNA hasar gostergesi olarak
siklikla baz hasarlar1 analizlenmistir. Cu™ iyonlar1 DNA’da G-C’den zengin
bolgelerde yiiksek oranda bulundugundan oksidatif hasara en fazla maruz kalan baz
guanindir. Bu nedenle en yaygin olarak olgiilen baz hasar1 8OHdG dir. 8OHdG
oksidatif DNA baz hasarinin bir “biomarker”1 olarak kabul edilmektedir (64, 65,
69).
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2.7.2. Mitokondriyal DNA’da Oksidatif Hasar

Mitokondri, disfonksiyonu onemli sonuglara neden olan bir organeldir.
Mitokondriyal disfonksiyona bagli olarak membran potansiyeli azalir, serbest
oksijen radikali olusumu artar. ATP sentezinde azalma olur, potansiyel toksisiteleri
olan Ca™ iyonlarmin tutulumu azalir. Oksidatif hasara bagli mutasyonel yiik
artarken koruyucu ve onarict proteinlerin azalmasi/hasarlanmasi mitokondrilerin
hasar ve mutasyona yatkinligini arttiri(70). mtDNA’nin ROM’ larin baglica olusum
yeri olan i¢ membrana yakinliklar1 ve koruyucu histonlariin bulunmamasi nedeni
ile oksidasyon riski yiiksektir. Protein ve lipidler kolay bir sekilde yikilip yeniden
sentezlenebildikleri halde, DNA’daki oksidatif modifikasyonlar mutasyonlar ve
diger genomik instabilizasyonlardan dolay1 kalic1 hale gelir (71).

Mitokondriyal elektron transport zincirinden (ETZ) elektron kagagi sonucu
olusan serbest radikaller 6nce mitokondride ve sonra hiicrede hasar olusturmaktadir.
Bu kisir dongli belli bir yastan sonra oOlim hizinda goriilen biiylik artisi

aciklamaktadir (72, 73).
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3. GEREC VE YONTEM

Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulunun ve hastalarin yazili onayi
alindiktan sonra, ASA I ve ASA II risk grubuna giren, yaslar1 30-50 arasinda
degisen, elektif cerrahi ameliyat planlanan jinekoloji, iiroloji, ortopedi, genel cerrahi
boliimlerinden 50 hasta c¢alismaya dahil edildi. Acil cerrahi girisim yapilacak
hastalar, metabolik hastaligi1 olanlar, midesi dolu hastalar, sigara igenler, herhangi
bir nedenle kemoterapi veya radyoterapi almis olanlar ve gebelik Oykiisii olan
hastalar calisma disinda birakildi.

Tiim hastalara premedikasyon amaci ile ameliyattan 30 dakika (dk) dnce 0.1
mg kg midazolam intramuskiiler (im) uygulandi. Ameliyat oncesi antekiibital veya
el iistii venlerine 18-20 G intravendz kaniil ile damar yolu agilarak 10 mL kg™ %
0.9 NaCl soliisyonu inflizyonuna baglandi. Hastalara standart D II derivasyonundan
elektrokardiografi (EKG), kalp atim hiz1 (KAH), transdermal oksijen saturasyonu
(Sp0Oy), ortalama arter basinct (OAB), endtidal CO, (grCO;) ve endtidal gaz
monitdrizasyonu yapildi (Datex - Engstrom AS/3 monitor, Helsinki, Finland).
Veriler anestezi Oncesi, anestezi indiiksiyonu ve entiibasyon sonrasi ve ameliyat
siiresince kaydedildi.

Hastalara yaklasik 3 dk boyunca 4L/dk oksijen solutulduktan sonra, anestezi
indiiksiyonu 3 pg kg ' fentanil, 2 mg kg propofol iv sonrast 1mg kg™ siiksinil
kolin iv verilerek endotrakeal entiibasyon yapildi. Endotrakeal entiibasyon sonrasi
hastalar anestezi idamesine gore rasgele 2 gruba ayrildi.

Grup I’de , % 2 sevoflurane + 3L/dk hava + 2L/dk O, ile, Grup I[I’de % 6-
7 desfluran + 3L/dk hava + 2L/dk O, ile anestezi idamesi saglandi. Noromuskiiler
iletimde % 30 derlenme saglandig1 zaman 0.5 mg kg™ rokuronyum iv bolus olarak
uygulandi.

Tiim gruplarda grCO, 25-35 mmHg aralifinda olacak sekilde mekanik
ventilasyon (Mod; IPPV, solunum sayist; 12—15 /dk, tidal volim; 10mL kg™, i/E:
1/2) uygulandi.

Anestezi idamesi; anestezi ve cerrahi siiresi, hastalarda gelisebilecek
komplikasyonlar kaydedildi.

Hastalardan preoperatif donemde indiiksiyonun hemen Oncesinde ve

intraoperatif 120. dakikada 5 ml venoz kan alinarak; total antioksidan kapasite
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(TAK) ve total oksidatif durum (TOS) degerleri ve DNA hasar1 (comet assay
yontemiyle) bakildi, oksidatif stres indeksi (OSI) hesaplandi.

3.1 ORNEKLERIN HAZIRLANMASI VE OLCUMU

Alinan kanlar heparinli tiiplere aktarildi. Ozel bir kap igerisinde, soguk
ortamda en kisa siirede Biyokimya laboratuarina ulastirildi. Tiiplerden alinan 1
ml’lik kan mononiikleer lokositlerin seperarasyonu i¢in kullanildi. Kalan kanlar
3000 rpm de bes dakika santifiij edilerek plazmalar1 ayrildi. Ayrilan plazmalar
TAK, TOS, OSI ¢alisiimak iizere —80 °C’de saklandu.

3.1.1. Mononiikleer Lokositlerin Seperasyonu

Bir ml histopaque—1077 {izerine bir ml taze heparinize kan yavas¢a konup
2100 rpm ve 25°C’de 30 dakika santrifiij edildi. Orta tabakada biriken mononiikleer
l6kositler pipet yardimiyla alinip bir ml tuzlu fosfat tamponu (pH=7.4) ile
karistirildiktan sonra 1600 rpm ve 25°C’de 10 dakika santrifiij edildi. Ustteki
siipernatan atilip pellet tuzlu fosfat tamponu (pH=7,4) ile 10° mononiikleer 15kosit

/ul olacak sekilde diliie edildi.

3.1.2. Comet Assay (alkali mononiikleer hiicre elektroforezi) Yontemi
ile DNA Hasar Tayini

Yontemin Prensibi
Comet assay yontemi alkali pH da farkli molekiil agirliklarina ve farkli elektrik
ylike sahip DNA molekiillerinin elektriksel alanda farkli go¢ etmeleri esasina
dayanmaktadir. Tek hiicreler veya g¢ekirdekcikler agaroza yerlestirilir ve lizisten
sonra zarar gormemis DNA’lar tasinma sirasinda comet (kuyruk) olusturmazlar.
Oysa DNA fragmente olusmussa fragmentler (niikleik asitler) farkli molekiiler
agirliklara ve farkl elektrik yiiklerine sahip olacaklarindan elektriksel alanda farkli

hizlarda hareket ederek kuyruk seklinde bir goriintii  olustururlar.
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Yonteminin Uygulanisi

Slaytlarin Hazirlanmasi

%1,0 ‘lik NMP agaroz jel hazirlanarak 80ul jel kenarlari buzlanmis lam
iizerine damlatildi ve tizeri lamel ile kapatilarak buzdolabinda (2-4 oC) 5 dakika
bekletildikten sonra lamelleri kaldirildi. Hazirlanan lamlar nemli kutularda
bekletildi. PBS (Fosfat buffered saline) ile mm’te 10* hiicre olacak sekilde diliie
edilmis mononiikleer hiicrelerden 10 pl alinarak 80 pul %0,5’lik low melting point
(LMP) agaroz jel (37°C) ile karistirilarak birinci tabaka tizerine tabakalandirildi ve
tekrar lamel ile kapatilarak buzdolabinda donmasi i¢in 5 dakika bekletildi. Uciincii
asamada da ayni konsantrasyonda LMP agaroz jel hazirlanarak ikinci tabakanin
lizerine ince bir tabaka halinde tabakalandirilarak slaytlarin hazirlanmasi

tamamlandi .

Lizis asamasi

Agaroz jel kuruduktan sonra slaytlar yaklasik bir saat siire ile yiiksek
konsantrasyonda tuz ve deterjan igeren soguk lizis soliisyonunda bekletildi. Lizis
soliisyonunun igerigi 100 mM EDTA, 2,5 M Sodyum klorid, 10 mM trizma base ve
%1 oraninda triton X-100’den olugmaktadir. Bu soliisyonun pH ‘s1 10°a ayarlandi.

Lizis tamponu ile hiicre ve ¢ekirdek zar1 lizise ugratildi .

Elektoforez Tamponu

Elektrforezde yiirlitmeden 6nce DNA zincirlerinin ayrilmasi igin slaytlar
alkali elektroforez tamponunda 20-30 dakika inkiibasyona birakildi. Alkali ¢ozeltisi
ImM EDTA ve 300 mM sodyum hidroksit (pH <13).

Elektroforezde Yiiriitme

Alkali elektroforez tamponunda inkiibasyon tamamlandiktan sonra DNA’lar
bu tampon ¢06zeltisi igerisinde 300 mA, 14 volt’luk elekriksel alanda ve 5-25 °C’de
30 dakika ytiritiildi.
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Notralizasyon
Elektoroforezde yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra alkali tampon
cozeltisini ortamdan uzaklastirmak i¢in slaytlar 3 dk siire ile 3 kez nétralizasyon

tamponu ile (0.4 M Tris-HCL, pH 7.5) yikand1 .

Boyama

Notralizasyon tamamlandiktan sonra boyama yapilarak cometler sayilir veya
jel oda sicakliginda kurutularak slaytlar nemli ortamda en fazla bir hafta
depolanabilir. Boyama islemi i¢in floresan boya olan etidyum bromit boyast (5
pg/ml) kullanildi . Herbir slayt i¢in 80 pL boya slayt iizerine damlatildiktan sonra
lamel 1ile tizeri kapatilarak 20 biiyiitmeli floresan mikroskop ile (Eksitasyon DB:
546 nm, Emisyon DB: 580 nm) 50 adet DNA goriintiisii degerlendirildi.

Analiz

Bu yontemde DNA migrasyonunu viziiel olarak degerlendirildi. Olusan
hasarin derecesine gore DNA lar bes kategoride degerlendirildi. Resimde de
goriildiigi gibi, hi¢ hasar bulunmayan DNA lar 0, maksimum hasar olan DNA lar 5

olarak degerlendirildi.

Fotograf 1: 0. kategori
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Fotograf 2:

Fotograf 3:

1. kategori

2. kategori
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Fotograf 4: 3. kategori

Fotograf 5: 4. kategori

Fotograf 1-5. DNA’ da meydana gelen hasarlarin elektroforez migrasyonu sonrasi

fleuresan mikroskop altindaki goriintiileri.
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3.1.3. Total Antioksidan Kapasite (TAK)

Reaktifler

Erel tarafindan gelistirilen tam otomatik bir yontem olup, giiclii serbest
radikallere kars1 vucudun total antioksidan kapasitesini 6lgen bir metoddur(74, 75).

Reaktif 1: 75 mM Clark tamponu ( pH=I1.8) igerisinde 10 mM o-
Dianisidine ve 45 AM Fe(NH4)*(S04)*-6H,0 ¢oziilerek hazirlandi.

Reaktif 2: 7,5 mM hirojen peroksit 75 mM Clark tamponu ( pH=1,8)
icerisinde karigtirilarak hazirlanir.

Prensip

Fe*"—o-dianisidine kompleksi hidrojen peroksid ile Fenton tipi reaksiyon
olusturarak OH radikalini olusturur. Bu giiclii reaktif oksijen tiirii indirgenerek
diistik pH’da renksiz o-dianisidine molekiilii ile reaksiyona girerek sari-kahverengi
dianisidyl radikallerini olustururlar. Dianisidyl radikalleri ileri oksidasyon
reaksiyonlarma katilarak renk olusumu artmaktadir. Ancak Orneklerdeki
antioksidanlar bu oksidasyon reaksiyonlarini bastirarak renk olusumunu
durdurmaktadirlar. Bu reaksiyon otomatik analizorde spektrofotometrik olarak
Olciilerek sonu¢ verilmektedir.

3.1.4. Total Oksidan Seviye (TOS)

Erel tarafindan gelistirilen tam otomatik kolorimetrik bir yontemdir.

Reaktifler

Reaktif 1: 140 mM’lik NaClI c¢ozeltisi igerisine 25 mM H,SOy4 ¢oziilerek
ana sollisyon hazirlanir. Ana soliisyonda 6nce % 10 oraninda gliserol ¢oziiliip daha
sonra total voliimde 250 pM Xlenol orange ¢oziilerek hazirlanir.

Reaktif 2: Ana soliisyon iceriside 6nce 10 mM o-Dianisidine dihidrocloride
¢Oziiliip sonra 5 mM amonyom ferroz siilfat ¢oziilerek reaktif hazirlanir.

Prensip

Ornekte bulunan oksidanlar ferrdz iyon-o-dianisidine kompleksini ferrik
iyona oksitlerler. Ortamda bulunan gliserol bu reaksiyonu hizlandirarak yaklasik ti¢
katina c¢ikarmaktadir. Ferrik iyonlar asidik ortamda xylenol orange ile renkli bir
kompleks olustururlar. Ornekte bulunan oksidanlarin miktariyla iligkili olan rengin

siddeti spektrofotometrik olarak dlciilmektedir.
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3.1.5. Oksidatif Stres Indeksi (OSI)
Total Oksidatif Stress (TOS) / Total Anatioksidan Kapasite (TAK) seklinde
boliinerek Oksidatif Stres Indeksi (OSI) hesaplandi (75).

3.2. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Ticari bir program olan SPSS 11,0 kullanilarak gerekli istatistiksel analizler
ve sekiller yapildi. p < 0,05 olmasi anlamli olarak kabul edildi. Gruplar arasindaki
farki degerlendirmek i¢in student t-test kullanildi. Demografik veriler hazirlanirken
cinsiyet i¢in  Chi-Square  testi  kullanmildi.  Tekrarlayan  Ol¢limlerin
degerlendirilmesinde Systat Analysis of Variance Estimate model tekrarli 6l¢lim
analizi kullanildi. Parametrelerin arasindaki iligkiyi degerlendirmek icin ise

korelasyon analizi yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. DEMOGRAFIK OZELLIKLER

Gruplar demografik dzellikleri agisindan benzerdi. Cinsiyet, yas, BMI, cerrahi
siire ve anestezi siiresi acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak fark yoktu

(»>0.05) (Tablo VII).

Tablo VII. Hastalarin Demografik 6zellikleri (Ort &= SS)

Parametre Grup I Grup 11 p
(n=25) (n=25)
Cinsiyet(E/K) 14/11 13/12 0.77
Yas(Yil) 42.6 £6,9 43.1 £10,6 0.83
BMI (Kg/m?) 256+24 254+1,7 0.71
Cerrabhi siire 129.0 + 6,5 130.6 + 8,1 0.44
(dk)
Anestezi siiresi 142.6 + 7,8 1452+ 10,7 0.33
(dk)
BMI (body mass indeks)
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4.2. HEMODINAMIK DEGERLERIN KARSILASTIRILMASI

4.2.1 Kalp atim hiz

Kalp atim hiz1 (KAH) degerleri agisindan gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark yoktu (p>0.05) (Sekil 3).

5
34 [T TTT Grl_ll: ”
2| —_— Grup | .

KAH (Atm/dk)

Y 22 RMRESFEEEREEREEE
= ST T B BB
Zaman (dk])

Preop:Operasyon 6ncesi, Post :Operasyon sonrasi

Sekil 3. Gruplarin KAH degerleri



OAB (immHag)

4.2.2. Ortalama arter basinci

Ortalama arter basing (OAB) degerleri agisindan gruplar arasinda, anlamli bir

istatistiksel farklilik gozlenmedi (p>0.05) (Sekil 4).
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Sekil 4. Gruplarin OAB degerleri.
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4.3. TRANSDERMAL OKSIJEN SATURASYONU
Oksijen satiirasyon (SpO;) degerleri bakimindan,

gruplar arasinda,

karsilastirma yapildig1 zaman istatistiksel bir farklilik bulunmadi (p>0.05) (Sekil 5).
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4.4. ENDTIDAL KARBONDIOKSIT
Endtidal karbondioksit (g7CO,) degerleri karsilastirildiginda gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p>0.05) (Sekil 6 ).
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4.5. DNA HASARI SONUCLARI
Gruplarin DNA hasar1 degerleri karsilastirildigi zaman, II. grupta olgiilen
degerler, I.grubun degerlerine gore istatistiksel olarak anlamli derecede artmis

bulundu (p<0.05) (Tablo VIII).

Tablo VIII. Gruplarin DNA Hasar Sonuglari

Grup I Grup I p
(n=25) (n=25)
G
DNA hasan 10.7 + 7.65 16.6 + 11,5 0.039

(arbitrary units

Grup i¢i karsilagtirmalarda; Grup I’ in postoperatif donemde dlciilen DNA
hasar1 degerleri preoperatif donem degerlerine gore istatistiksel olarak anlamli
artmig bulundu (p< 0.001) (Tablo IX). Grup II’ nin de postoperatif donemde
Olciilen DNA hasar1 degerleri preoperatif donem degerlerine gore istatistiksel

olarak anlamli ytiksek bulundu (p< 0.001) (Tablo IX)(Tablo X).

Tablo IX. Grup I DNA Hasar Sonuglar1

Grup I Preoperatif Donem  Postoperatif Dénem p
(n=25)
DNA hasar1 7.08 £6.13 13.7+10.65 <0.001
(arbitrary units)

Tablo X. Grup II DNA Hasar sonuglari

Grup II Preoperatif Donem  Postoperatif Donem P
(n=25)
DNA hasari 71+55 16.6+ 11,5 <0.001
(arbitrary units)

4

47



4.6. TOTAL ANTIOKSIDAN KAPASITE (TAK) SONUCLARI

Gruplarin TAK degerleri karsilastirildigi zaman, her iki grupta da olgiilen
TAK degerleri arasinda istatistiksel olarak farklilik bulunmadi (p > 0.05) (Tablo
XD).

Tablo XI. Gruplarin TAK Sonuglari

Grup I Grup II p
(n=25) (n=25)
TAK 1.81 £0.46 1.96 +0.34 0.21

(mmol TroloxEq/L)

Grup i¢i karsilagtirmalarda; Grup I ve Grup II’ nin postoperatif donemde
Ol¢iilen TAK degerlerinde preoperatif donem 0lgiilen degerlerine gore istatistiksel

olarak anlamli farklilik bulunmadi (p=0.84, p=0.23) (Tablo XII) (Tablo X).

Tablo XII. Grup I TAK Sonuglari

Grup I Preoperatif Postoperatif Donem p
(n=25) Donem
TAK 1.78 £ 0.46 1.81+0.46 0.84
(mmol TroloxEq/L)

Tablo XIII. Grup II TAK Sonuglar1

Grup II Preoperatif Postoperatif Donem p
(n=25) Donem
TAK 1.96 + 0.34 0.23
(mmol TroloxEq/L) 2.04+0.35
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4.7. TOTAL OKSIDATIF STRES (TOS) SONUCLARI
Gruplarin TOS degerleri karsilagtirildigi zaman, Grup II’'nin TOS
degerleri Grup I’den istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (p < 0.001) (Tablo
XIV).
Tablo XIV. Gruplarin TOS Sonuglar1

Grup | Grup II P
(n=25) (n=25)
TOS 14.0 +3.06 17.81 £34 0.001

(umol H202 Eq/L)

Grup ici karsilastirmalarda; Grup I ve Grup II’ nin postoperatif donemde
Ol¢iilen TOS degerlerinde, preoperatif donemde Olgililen degerlere gore istatistiksel

olarak anlamli artis bulundu (p=0.003, p<0.001) (Tablo XV) (Tablo XVI).

Tablo XV. Grup I TOS Sonuglari

Grup | Preoperatif Donem  Postoperatif Dénem p
(n=25)
TOS

(nmolH202 Eq/L) 12.35+1.45 14.03 + 3.06 0.003

Tablo XVI. Grup II TOS Sonuglari

Grup II Preoperatif Donem  Postoperatif Donem p
(n=25)
TOS

(kmolH202Eq/L) 13.4+2,1 17.81+3,4 0.001
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4.8. OKSIDATIF STRES INDEKSI
Gruplarin OSI degerleri karsilastirildigi zaman, Grup II’nin OSI degerleri
Grup [’den istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (p = 0.001)(Tablo XVII).

Tablo XVII. Gruplarin OSI Degerleri

Grup I Grup II p
(n=25) (n=25)
OSi 12.52 +£2.89 15.7 +£3.48 0.001

Grup ici karsilastirmalarda; Grup I ve Grup II’ nin postoperatif dénem OSI
degerlerinde preoperatif donem degerlerine gore istatistiksel olarak anlamli artis

bulundu (p=0.001, p<0.001) (Tablo XVIII) (Tablo XIX).

Tablo XVIIIL. Grup I OSI Degerleri

Grup I Preoperatif Donem  Postoperatif Dénem P
(n=25)
OSI 10.68 + 1.79 12.52 £2.89 0.001

Tablo XIX. Grup II OSI Degerleri

Grup II Preoperatif Donem  Postoperatif Dénem P
(n=25)
OSi 11.6 £2.06 15.7£3.48 0.001
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5. TARTISMA

Antioksidan sistemler normalde bir biitiinliik i¢inde g¢aligsarak, hiicreyi
serbest oksijen radikallerinin toksik etkilerine karsi korurlar. Bunu,
organizmadaki oksidan ve antioksidan sistemleri denge halinde tutarak saglarlar.
Bu dengenin oksidan kapasite lehine bozuldugu durumlarda, 16kositler
tarafindan inflamatuar mediatorler ve serbest oksijen radikalleri iiretilir. Bunlar
da hiicre membraninda lipid peroksidasyonu olusturarak DNA hasarina ve
hastaliklarin ortaya ¢ikmasina neden olurlar (76, 77).

Genel anestezi uygulamalarinda amag, anesteziyi etkin bir sekilde
olustururken organizmaya zarar verecek kosullar1 en alt diizeye c¢ekmek
olmalidir. Bu amaca uygun anestezik madde, kimyasal olarak saf ve stabil
olmali, etkisi hizli baslayip hizli sonlanmali, uygulama sirasinda ve sonrasinda
yasamsal fonksiyonlar iizerinde istenmeyen etki olusturmamalidir. Oysa genel
anestezide kullanilmakta olan anestezik maddeler ve anestezi siiresi, cerrahi
travmanin olusturdugu stresle birlikte, viicudun immiinolojik ve antioksidan
savunma sistemlerini bozan énemli faktorlerdendir (5, 77, 78, 79).

Sevofluran ve desfluran klinik kullanima son yillarda giren inhalasyon
anestezikleridir. Sevofluran, hizli bir anestezi indiiksiyonu i¢in hem ¢ocuklarda
hem erigkinlerde kullanilabilir. Desfluran ise kan ve dokulardaki ¢ozliniirligii
diisiik oldugundan hizli indiiksiyon, yagda eriyebilirligi diisiik oldugu i¢in de
cabuk derlenme saglar.

Anestezik ajanlara kronik maruziyetlerin sonuglar ile ilgili pek ¢ok
caligma mevcuttur.

Hoerauf ve arkadaslarinin, ameliyathane personelinin anestezik ajanlara
kronik/subkronik maruziyetlerini arastirmak amaciyla planladiklar1 c¢alismada,
kan lenfositlerinden elde ettikleri kromozomlarda, kardes kromatidler arasindaki
sayr  degisiklikleri  degerlendirilmistir. Bu ¢aligmaya  gore, diisiik
konsantrasyonlarda bile inhalasyon anesteziklerine maruz kalma genetik hasar
riskini arttirmaktadir. Ameliyathane calisanlarinda anestezik gazlara bagh
gelisen kronik maruziyet DNA mutasyonlarina neden olabilmektedir (80).

Hoerauf ve arkadaslarinin bagka bir calismasinda; wuzun siire operasyon
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odasinda calisanlarda yapisal kromozomal degisikliklerini arastirmiglardir. Bu
caligma sonug olarak ikiz kromatid degisim sikliginin arttigini gostermistir (81).

Husum ve arkadaslar1 ¢aligmalarinda operasyon odasinda calisanlarda
ikiz kromatid degisimi analizi yapmuslar, uzun siire halotan ve nitrdz oksit
konsantrasyonlarina maruz kalanlarda ikiz kromatid degisiminin arttigini
gostermisglerdir (82). Rozgaj ve arkadaslar1 anesteziklere maruz kalmanin
kromozomal hasar1 baslatip baglatmadigini arastirmislardir. Anesteziklere maruz
kalanlarda kromozom hasarlarinda artis bulmuslardir. DNA’larda kromozomal
hata ve mikronukleus sikliginda bayanlarda daha fazla olmak tizere, anlaml1 artis
gozlemlemislerdir (83).

Natarajan ve arkadaslar1 ¢aligma siiresi ile kromozomal hata oram
iizerinde ¢aligmiglardir. Operasyon odasinda ¢alisma siiresi ile kromozomal hata
goriilme siklig1 arasinda pozitif korelasyon oldugunu ispatlamislardir. Bu
caligmada kardes kromatid degisim riskinin de bununla dogru orantili olarak
arttig1 gosterilmistir (84).

Sardas ve arkadaslari, inhalasyon anestezikleri ile calisanlarda DNA
zincir hasarini arastirmislar, sonu¢ olarak DNA zincir hasar oraninin arttigini
gozlemlemislerdir (85).

Anestezik gazlara kisa siireli maruziyetle ilgili calismalar, ameliyat olan
hastalar ilizerinde veya deneysel yollarla yapilmaktadir.

Bu c¢aligmada, rutin klinik kullanimdaki desfluran ve sevofluran
anesteziklerinin DNA hasar1 ve oksidatif stres iizerine etkilerinin arastirildi.
Calismaya ASA I-II risk grubuna giren, yaslar1 25-60 arasinda degisen,
operasyon sliresi en az 120 dakika olan elektif cerrahi gegirecek hastalar dahil
edildi. Sigara icenler, herhangi bir nedenle kemoterapi veya radyoterapi almig
olanlar ve gebelik Oykiisii olanlar ¢calisma disinda birakildi.

Reitz ve arkadaslar1 nérocerrahi gecirecek hastalarda isofluran ve nitréz
oksit ile 180 dakika siiren operasyon sonrasi periferik insan lenfositlerindeki
DNA hasarini arastirdiklarinda, DNA tekli baglarinda kirilmalar olustugunu
bulmuglardir (86).

Sardas ve arkadaslari, isofluran anestezi uyguladiklar1 ortalama
operasyon siiresi 133 dakika olan hastalardan aldiklart PMNL ile yaptiklart

comet assay Ol¢imlerinde 60. dakikada baslayan kuyruk uzunlugunun 3. giinde
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azalmaya bagladigimi ve 5. giinde tamamen kontrol degerlerine indigini
gostermislerdir (87).

Hoerauf ve arkadaslari, invitro ortamda insan lenfosit hiicrelerinde 60
dakika siireyle isofluranin 0,3, 0,6, 1,2 mmol/It gibi ii¢ farkli konsantrasyonda
ve nitroz oksitin % 50°lik anestezi konsantrasyonunda uygulanmalart sonucunda
kardes kromatid degisiminin baglangi¢ degerlerine gore her iki grupta anlamh
derecede arttigini bulmuslardir. Bu degisimin giinde 10-20 sigara igen kisilerle
olan degisikliklerle paralel seyrettiginden genotoksik olarak ihmal edilebilir
oldugunu savunmuslardir (88).

Karabiyik ve arkadaslarinin isofluran ve sevofluran anestezileri sonrasi
yaptiklari comet assay 6l¢iimlerinde DNA hasarinin 60. dakikada basladigi; 120.
dakikada pik yaptigi ve 5. gilinde ortalama kontrol degerlerine indigini
gormiislerdir. Bu degisiklikler gruplar arasinda farklilik gostermemistir (89).

Krause ve arkadaslarinin g¢ocuklar {lizerinde sevofluran/azot anestezisi
idamesiyle yaptiklar1 bir calismada, hastalarda periferik kan lenfositlerinde
kardes kromatid degisimlerinin baslangi¢ degerlerine gore anlamli olmadigi, bu
durumun cinsiyete gore de degismedigini bulmuslardir. Bu arastirmada gaza
maruziyetin ortalama 24 dakika gibi kisa siirmesi DNA’nin olasi hasar i¢in
yeterli bir zaman saglamadigi muhtemeldir (90).

Liileci ve arkadaslar1 ise sevofluran anestezisi altinda 60. dakikada
aldiklar1 kan ile yaptiklar1 genotoksik ¢alismada kardes kromatid degisimlerinin
oldugunu, bu anlamli degisikliklerin postoperatif 24. saatte azalmaya baslayip
postoperatif 5. giinde tamamen kontrol seviyelerine geldigini bulmuslardir (91).

Karpinski ve arkadaslari, saglikli gen¢ erkek goniillilerden aldiklart
lenfositleri in vitro ortamda ortalama 50 dakika desfluran ve halotana maruz
biraktiktan sonra comet assay ile yaptigr Ol¢limlerde her ikisinde de kuyruk
uzunluklarinin arttigimi bulmuslar. Farmakodinamikleri ve metabolizasyonlari
g6z Online alindiginda desfluranin daha az genotoksik oldugunu diisiinmelerine
ragmen gruplar arasinda gergekte istatistiksel fark bulunmamistir (92).

Ak ve arkadaglarinin sadece kadinlarda desfluran/azot ile yaptiklari
calismanin sonuclarinda, kardes kromatid degisimlerinin ortalama 60. dakikada
basladigi, 120. dakikada maksimum seviyeye c¢iktigt ve 12. giinde kontrol

degerlerine indigi bulunmustur. Bu calismanin siire olarak yeterli olmasi ve
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menstriiel siklusun luteal fazinda olanlarin dahi ¢alismadan ¢ikarilmis olmasiyla
arastirmanin degerinin arttirdigi sdylenebilir (93).

Calisma sonucunda hem sevofluran hem desfluran anestezisinde ameliyat
oncesi degerlere gore ameliyat sonrasinda DNA hasarlarinda artig bulundu. Bu
artis desfluran grubunda sevofluran grubuna gore daha anlamliydi. Bu
caligmanin yapildigi donemde halotan ve isofluran gibi kullanima ilk giren
anestezik ajanlarla ilgili fazla sayida arastirma mevcut iken sevofluran ve
desfluranla ilgili ¢aligmalar seyrekti. Karpinski ve ark. calismalarinda ortalama
50 dakika siiren desfluran anestezisinde bile DNA hasar1 bulunmustur. Akin ve
ark. desfluran-azot anestezisinde DNA hasarinda artis gormiislerdir. Bu ¢alisma
azot kullanmaksizin desfluranla yapilan anestezi idamesinde DNA’ da hasar
olusumunu gostermesi agisindan Onemlidir. Karabiyitk ve Liileci’ nin
sevofluranla yaptiklar1 anestezi uygulamalarinda bulduklart DNA hasari
sonuglar1 bizim sonuglarimizla paralellik gostermektedir.

Krause ve ark. ¢alismasinda ise sevofluran anestezisine bagli DNA hasari
gosterilememigtir. Aragtirmamiza tezat gibi goriinen bu sonucun bulunmasi,
calisgmanin c¢ocuklar iizerinde yapilmig olmasi ve anestezi siiresinin kisa
siirmesine (24 dakika) baglanabilir.

Calismamizda operasyonun indiiksiyon fazinda verilen propofoliin hem
total intravendz anestezi (TIVA) dozunun cok altinda olmasi (TIVA’ nin
yaklasik % 10’u oraninda) hem de bu dozun etkisinin kisa siirmesi (maksimum
15 dk) nedeniyle ¢calismay1 olumsuz etkileyecek bir kullanimi olmamastir.

Tomioka ve arkadaslarinin in vitro ortamda hem sedasyon hem de
anestezik dozlarda en az 120 dakika propofole maruz biraktiklari Cin
hamsterlerinin over hiicreleri lizerinde yaptiklar1 ¢aligmada kardes kromatid
degisimlerinde bir farklilik bulamamaiglardir (94).

Karahalil ve arkadaslar1 agik kalp cerrahisi gecirecek hastalar {izerinde
diazepam ve TIVA dozundaki propofol ile karsilastirmali olarak yaptiklart
calismada propofoliin genotoksik etkilerine rastlamamislardir(95).

Krause ve arkadaglarinin ¢ocuklarda kisa siireli cerrahi girisimlerde
indiiksiyon sonrasi idame dozlarinda verilen propofoliin kardes kromatid

degisikligi yapmadiklarini savunmuslardir (96).
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DNA hasarmin sevofluran ve desfluran anestezileriyle ilgili
karsilastirmali ¢aligmalarina literatiirde rastlanmamistir. Bu yoniiyle ¢alismanin
bir ilk oldugu sdylenebilir.

Wong ve arkadaglarinin yaptigi bir ¢calismada in vitro olarak PMNL’ nin
60 dakika boyunca sevofluranin %1 ve %3 konsantrasyonlarina maruziyetleri
sonucunda stiperoksit, hidrojen peroksit ve nitroz oksit seviyelerinde anlamli bir
artma, GSH seviyelerinde de anlamli bir azalma bulmuslardir. Comet assay
Olciimleri de anlamli artiglar gostermislerdir (97).

Koksal ve arkadaslar1 laparoskopik kolesistektomi gegirecek hastalarda
sevofluran ve desfluranin lipid peroksidasyonu iizerine olan etkilerini aragtirmak
amaci ile hastalardan aldiklar1 bronkoalveolar lavaj (BAL) 6rneklerinde MDA
ve SOD degerlerini karsilagtirmiglardir. Desfluran grubunda MDA degerleri
sevofluran grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulunurken SOD degerlerinde
anlamlhi  farklibk  bulunmamistir.  Sonu¢  olarak  desfluranin  lipid
peroksidasyonunu artirdigi bildirilmistir (98).

Dikmen ve arkadaslar1 ratlarda desfluran ve sevofluranin serbest
radikallere etkilerini arastirmislardir. Grup I ‘e kontrol grubu olarak higbir ajan
vermemisgler, grup II’ ye %2 sevofluranthava/O,, grup I’ e %06
desflurant+hava/O,, grup IV’ eise %100 O;vermislerdir. Bu islemi ard arda ii¢
giin boyunca 60 dk siire ile uygulamislardir. Katalaz (CAT), GSH-Px,
Glutathion-S-Transferaz (GST) ve tiobarbitirik asit reaktifsubstanslari (TBARS)
diizeylerinin anestezik gaz alan her iki grupta anlamh olarak yiikseldigini ve
elektron mikroskobunda hiicre hasar1 olusturdugunu gézlemlemislerdir (99).

Allouchiche ve arkadaslari, domuzlar {iizerinde oksidatif durumu
belirlemek amaciyla propofol (8 mg/kg/saat), desfluran (% 10) ve sevoflurani (%
2.5) karsilagtirmiglardir. Anestezik ajanlara ortalama 120 dakika maruz birakilan
domuzlarda; propofoliin hem bronkoalveoler lavaj (BAL) sivisinda hem de
dolasimda glutatyon peroksidaz diizeylerinde (GSH-Px) anlamli artiglar yaptigi,
malondialdehit (MDA) diizeylerinde ise anlaml diistisler yaptig1 goriilmiistiir.
Buna karsin desfluranin BAL sivis1 ve dolasimda MDA da anlamli bir artma ve
BAL sivist ile dolasimda GSH-Px iizerinde anlamli azalma yaptig1 goriilmiistiir.
Sevofluranli grupta ise hem BAL sivisinda hem de dolasimda GSH-Px ve MDA

seviyelerinde anlamli degisiklikler saptanmamustir. Desfluran anestezisi ile
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olusan bu oksidatif stresin, alveolar makrofajlarda proenflamatuar sitokinlerin
asir1 artisi ile ilgili olabilecegini ifade edilmektedir (100).

Sivaci ve arkadaglar1 laparoskopik cerrahi gegirecek hastalarda ortalama
70 dakika siiren ameliyatlarin postoperatif 6. ve 24. saatlerdeki olglimlerinde,
sevofluran alan grupta MDA ve karbonil bilesikler daha az artmis iken,
desfluran grubunda ise anlamli artig tespit etmislerdir. Bu g¢alismada ayrica
sevofluran grubunda antioksidan aktivite minimal etkilenirken desfluran
grubunda daha siddetli diisiis gostermistir. Arastirmacilar plazma MDA
diizeyindeki artis1 pndmoperitonun etkilerine baglamiglardir. Pnémoperitonun
kendi basina dokular1 iskemik travmaya maruz biraktigini, bunun da azalmis kan
akimi ile enflamatuar bir silireci baglatip notrofillerden serbest oksijen
radikallerinin  salinimimi arttirarak doku hasar1 meydana getirdiklerini
savunmuglardir (101).

Calismamizda hem sevofluran hem de desfluran anestezisinde ameliyat
oncesi degerlere gore ameliyat sonrasinda TOS degerlerinde istatistiksel olarak
anlamli artig saptandi. Iki gazin kendi arasindaki karsilastirmasinda ise desfluran
grubundaki TOS artis1 daha anlamliydi. Sivaci ve ark yaptiklari ¢alismada,
desfluran anestezisi uyguladiklar1 grupta MDA seviyelerini sevofluran grubuna
gbre daha yiiksek bulmuslardir. Sivact ve ark. calismasinda kullanilan MDA
lipid peroksidasyonu hakkinda bilgi vermektedir. Allouche’nin ¢alismasinda ise
oksidatif stres parametreleri desfluran grubunda artis gosterirken sevofluran
grubunda degismemistir. Domuzlarda yapilan bu ¢alisma calismamizdan farkl
sonu¢ vermistir. insan caligmasi olup bizim calismayla benzer sonuglar1 veren
tek ¢alisma, bir tek parametrenin ¢alisildigi (MDA) Sivaci ve ark. ¢calismasidir.

Antioksidan durum agisindan bakildiginda ameliyat oncesi degerler ile
ameliyat sonrast degerler arasinda fark bulunmadi. Sevofluran ve desfluran
anestezileri arasinda da antioksidan durum degismedi. Literatiirdeki sonuglar da
celigkili ve smirli sayidadir. Dikmen’ in hem sevofluran hem de desfluran
anestezisinde bazi antioksidan parametrelerde artis buldugu calisma, bu
calismadan farkli olarak ratlarda yapilmistir. Anestezi ortama inhalasyon
yoluyla uygulandigindan, kisa temas siiresi savunma sistemini aktifleyip cevap
olarak antioksidan durumu olusturmus olabilir. Daha uzun maruziyetlerin direkt

savunma sistemini baskilamasi olasidir. Allouchiche’ nin ¢aligmasi ise
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domuzlarda yapilmis olup, desfluran grubunda istatistiksel anlamda antioksidan
parametrelerde diisiis bulmuglardir. Bu c¢alismaya benzer sekilde sevofluran
grubunda ise degisiklik bulamamislardir.

Bu c¢aligmada oksidatif durum ile DNA hasar1 arasinda herhangi bir iligki
bulunamadi. Bu nedenle gelisen DNA hasari, kullanilan anestezik gazlarin direkt
olarak etkisine baglandi. Yapilan caligmalarda halotan ve isofluran’in direkt
plrin bazlarinda alkalizasyon yolu ile DNA hasarina neden olabilecegi
sOylenmistir (102). Sevofluran ve desfluranin ajanlarinin DNA {izerinde direkt

etkilerini gosterecek caligsmalara ihtiyag vardir.
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6. SONUC
Bu calismada elektif cerrahi gecirecek, anestezi siiresi 120 dakikay1
gecen hastalarda sevofluran ve desfluran anestezilerinin DNA hasar1 ve oksidatif
stres iizerine etkileri arastirildi. Desfluran grubunda daha fazla olmak iizere her

iki anestezik gazin DNA hasr1 yaptig1 ve oksidatif stresi arttirdigi sonucuna

varildi.
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