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1. GIRIS VE AMAG

Serbest oksijen radikallerinin ve lipid peroksidasyonun,
birgok hastaligin patogenezinde rol aldigini gosteren ¢aligmalarin sayisi
gun gectikce artmaktadir. Miyokard enfarktisu gibi kardiyolojik
hastaliklar', ndrolojik hastaliklar?, astim®, diabetes mellitus*, romatoid artrit
gibi romatolojik hastaliklar®, kanser® ve yaslanma’ dahil bircok hastaligin
oksidatif stres ile iliskisi gosterilmistir. Organizmada serbest radikallerin
olusum hizi ile bunlarin ortadan kaldirilma hizi bir denge igerisindedir ve
bu durum oksidatif denge olarak adlandinlir. Oksidatif denge saglandigi
surece organizma, serbest radikallerden etkilenmemektedir. Bu
radikallerin olusum hizinda artma ya da ortadan kaldirilma hizinda bir
diisme bu dengenin bozulmasina neden olur®. Serbest radikalleri de
iceren endojen ya da ekzojen kaynakli Reaktif Oksijen Turevleri (ROT)
oksidatif DNA hasarina neden olmaktadir. insan viicudundaki her hiicre
glinde ortalama 10000 serbest radikalin saldirisina ugramaktadlrg.
Oksidatif stres pek c¢ok hastaligin patojenezisinde rol oynamasinin
yaninda operasyon sirasinda g¢esitli organlarda operasyon geregi
meydana getirilen iskemi-reperfizyon (I-R) sonucunda da oksidatif DNA
hasari ve hasara eslik eden birtakim biyokimyasal degisiklikler meydana
gelmektedir. Organizmada DNA hasarini onarmak veya elimine etmekten
sorumlu pek ¢ok gen ve onarim yolaklari araciligi ile meydana gelen

hasarlar 6nlenmektedir'®'".

Gunumuzde artroskopi operasyonlari; meniskis yirtiklarinin
tedavisinde, erken donemdeki eklem kireglenmelerinin temizlenmesinde,

on ve arka capraz baglar yaralanmalarinda, eklem igerisi kiriklarin



tedavisi gibi bircok ortopedik hastalikta uygulanmaktadir. Artroskopi

ameliyatlarinda turnike uygulanarak I-R olusturulmaktadir'®™®.

Turnikenin ¢6zulmesiyle fazla miktarda ROT’nin olusumu
s6z konusudur. Simdiye kadar insan ve hayvanlarda yapilan galismalarda
farkli dokularda meydana gelen I-R’nun metabolik etkileri ve meydana
gelen ROT ile antioksidan kapasite seviyesindeki degismeler kapsamli

olarak arastiriimistir’®”.

Bu caligmada turnike uygulanarak alt ekstremite operasyonu
gecirecek olan hastalarda I-R’nun neden olabilecegi distnulen oksidatif
hasarin tayin edilmesi amaclanmigtir. Antioksidan kapasitede dusme ya
da degismeler yada bir seri metabolik degismeler s6z konusu olabilir ve
ROT’lerinde meydana gelen artisinda meydana gelmesiyle olusan tim bu
strecin DNA hasarina olan katkisi s6z konusu operasyon kosullarinda
kalitatif ve kantitatif olarak belirlenmesi amac¢lanmistir. Ayrica, uygulanan
yontem ile oksidatif baz hasari spesifiye edilmig, purin yada pirimidin
bazlarinda meydana gelen hasarin boyutu kantitatif olarak

karsilastirilabilmistir.

Sunulan g¢alisma I-R’'un sebep oldugu oksidatif hasarin
mekanizmasini baz dizeyinde aydinlatiimasina yonelik bir ¢alisma olup, |-
R’dan kaynaklanan komplikasyonlarin riskini azaltarak insan saghginin

korunmasini amaclamistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Turnikenin geligsimi ve uygulanigi

Turnike gunumuzde ortopedik cerrahide sik kullanilan bir
yontemdir. Pnomatik turnike 1904 yilinda Harvey Cushing tarafindan
tanimlanmistir. Ekstremite cerrahisinde yaygin kullanimi ise Klenerman’in

1960’ll yillardaki galismalariyla olmustur'®22.

Turnikeye bagli komplikasyonlarin dnlenmesi igin operasyon
esnasinda bazi kurallara uyulmasi gerekmektedir. Ornegin mansonun
ciltle temasini dnlemek i¢in en az 2 kat yumusak pamuk sarilir. Sisman
hastalarda kaymayi 6nlemek igin cilt ve cilt alti dokusu olabildigince distale
cekilip, sonra turnike mansonu sisirilmelidir®®. Her kullanimdan &nce
basin¢ dlgen kismi, mutlaka kontrol edilmelidir. Manson sarildiktan sonra
pamuklu bir elastik bandajla parmak uclarindan baglanip, turnike
seviyesine kadar tim kan, ekstremiteden bosaltilir. Enfeksiyon veya timor
cerrahisinde mutlaka turnike kullaniimak isteniyorsa bu tur bir bogaltma

yerine, ekstremite 5 dakika yiikseltilerek turnike sisirilir®>2.

Turnike basincinin ne olmasi gerektigi halen tartismaldir.
Elde edilen bulgular, bugune kadar gerekenden daha buyuk basinglar
kullanildig1 yolundadir. Dogru basin¢g hastanin yasi, kan basinci ve
ekstremitenin boyutuyla ilgilidir’"?. Klenerman alt ekstremitede, koldan

dlgtilen sistolik basincin iki katini kullanmayi dnermektedir®’.



Turnikenin sisirildigi saat mutlaka not edilmelidir. Basing
gOstergesi anestezistin gorebilecedi bir yere konmali ve en kiuguk basing
oynamalari, cerraha iletiimelidir. Elli yasin altindaki saglikli yetigkinlerde
tercih edilen turnike suresi kolda maksimum 1 saat, uylukta ise 1,5 saat
olmaldir. Eger daha fazla sire gerekliyse 10 dakikalik reperfuzyondan
sonra operasyona devam etmelidir. Ancak toplam sure kesinlikle 2 saati
geciriimemelidir®*?’. Ancak bazi ciddi komplikasyonlarda 2 saatlik limit
asilabilmektedir®®.

Turnike kalktiginda iskeminin tek basina neden oldugu
iskelet kasi bozulmasindan c¢ok daha siddetli hucre bozulmasi
gbzlenmistir®. Birgok arastirmaci turnike uygulamasiyla gegici dolasim
durdurulmasina dayal yapilan g¢alismalarda iskelet kasinin iskemiye olan
toleransiyla ilgilenmigtir.  Birkag c¢alismada da turnikeli iskemi
reperflizyonun gbze c¢arpmayan etkileri ortaya koyulmustur. Bazi
calismalarda ise sistemik metabolitlerin yan etkileri, I0kositlerde
genotoksik etki gibi durumlar rapor edilmistir’®. Turnikeye bagli ciddi
komplikasyonlar ise nadir gorulmekle birlikte morbiditesi yiuksek olan bir
uygulamadir’™®2. Bruner, turnike sonrasi gelisen zayiflik, sertlik, 6dem ve
agriyla seyreden klinik tabloyu “post-turnike sendromu” olarak
adlandirmistir.

2.2. iskemi olusumu

Herhangi bir dokuya giden kan akimi kesildiginde, o
dokuya ait hucrelerin fonksiyon bozuklugu ile baslayan ve hicre dlumine
kadar giden bir dizi kimyasal olay gerceklesir. Hucresel olaylarin



gerceklesebilmesi igin gerekli en 6nemli madde oksijendir. Oksijen
yetersizligi durumunda anaerobik metabolizma devreye girer. Bu da laktik
asit ve toksik metabolitlerin birikimi ile sonuglanir. Ortaya cikan asidoz
nedeniyle normal enzim kinetigi degisir ve yuksek enerjili fosfat baglarinin
yapimi azalir. Bu durumda hucre kendi homeostazi igcin gerekli olan

enerjiden yoksun kalir®*34%,

Iskemik bir dokunun yeniden kanlanmasini saglamak doku
nekrozunu onlemek acisindan onemlidir. Ancak iskemik dokunun
reperflizyonu sirasinda ilk kez Hearse ve arkadaslar®® tarafindan 1973’de
tanimlanmis olan doku hasari gelismektedir. I-R hasari olarak adlandirilan
bu fenomenin iskemik dokunun yeniden oksijenlenmesi ile iliskili oldugu

bildirilmekte ve hasarin olusumundan ROT sorumlu tutulmaktadir®” 2.

Her dokunun iskemiye dayaniklihdi birbirinden farkhdir.
Iskelet kaslari iskemiye uzun sire dayanabildigi halde néronlarda birkag
dakika icinde geri donusumsiz yikimlar ortaya ¢ikabilir. Hucresel
homeostaz igin gerekli olan enerji kaynaklarinin, 6zellikle adenosin
trifosfatin (ATP) tlketimi, hlicre membraninda iyon dengesizligine yol

acar. Bunu asidoz ve ozmotik sok gibi klinik bulgular takip eder3*343>39,

2.3. iskemi hasari

iskemi sirasinda hiicre icinde aerobik metabolizma hizla
anaerobik metabolizmaya dontsur. ATP ve ADP gibi yuksek enerijili

fosfatlar birka¢g dakika icinde vyikilir. Hucre iginde proton, laktat ve



inorganik fosfatlar birikir. Hiicre igi asidozu, Na*-K* ATPaz gibi hiicre igi
iyon dengesini saglayan pompalarin bozulmasina neden olur. iskemi
sirasinda hicre igine kalsiyum girisinin artmasi, endojen fosfolipazlarin
aktive olmasina ve hicre membran butunlagunin bozulmasina neden
olur. Endotel hicresinde membran butinligunun bozulmasi komplemani
aktive eder. Bu da noétrofillerin endotel hilcresine adezyonunu

kolaylastirir334°

. Memran buatunliGgunun bozulmasi ayrica hucre iginde
bulunan superoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi
antioksidan enzimlerin kaybini da hizlandirmaktadir. Bu durumdaki hucre
reperflizyon sirasinda olusumu artan oksijen radikallerinin etkisine daha
duyarli hale gelecektir. Bu nedenle iskemi ne kadar uzarsa meydana

gelen reperfiizyon hasari da o derece ciddi olmaktadir*' .

iskemi boyunca homeostatik fonksiyonlari siirdiirmek icin
hucreler enerji stoklarini tuketme girisiminde bulunurlar. Yapilan bir
calismada iskeminin uzun periyotlari aerobik sistem araciligiyla ATP
olusum kapasitesinde dramatik bir diglse yol agmistir. iskemik kasta
piravat hizla tukenip ve glukoz konsantrasyonu azalmaktadir. AMP
yikilmasi, bundan baska hipoksantin ve Urik asit azalmasi muhakkak
ATP’nin yeniden Uretimi igindir. Hipoksantin ise hipoksi ve iskeminin

43,44

belirleyicisi olarak kullanilir™™". Cunku oksijen yetersizliginde, ksantin

oksidaz aktivitesinin ve adenin nukleotitlerinin yikiliminin artmasinin

onemli oldugu dokularda birikmektedir**°.

Reperfiuzyonda ksantin oksidaz aktivitesinin  plazma

46,47

seviyesinde hizli bir artig vardir Birikmis hipoksantin  kas



hdcrelerinden salinir. Reperfuzyon hasari teorisine gore, ksantin oksidaz

ile artmis siiperoksit radikalleri icin siibstrat vazifesi yapabilir®’.

Ekleme bagl organdaki iskelet kasi iskemiye en fazla maruz
kalan dokudur*®. Kas nekrozu kasin orta kisminda fazla gibi gériinir ve
klinikte iskemik hasarin derecesinin yuzeysel degerlendiriimesinde
glvenilir degildir*®. Kas 6liimiiniin takibinde uzun bir zaman biyik ve
mikroskopik degisiklikler minimaldir. Fiber tipi iskemik hasarin énemli bir
anatomik belirleyicisidir®®. Kas fiberleri kasin miyoglobin igeriginin
birikimine dayanarak siniflandirilir. Tip | fiberleri genelde enerji kaynaklari
gibi trigliseritlerin oksidatif metabolizmasina sahiptirler ve iskemiye Tip Il
fiberlerinden daha agciktirlar. Bir ¢ok kas tipinde iki fiber tipi bir arada
bulunur ama belirli kaslarda (0rnegin bacagin arterier komplemeni gibi)

genellikle Tip | fiberler, gastro sistemde ise Tip Il fiberler baskindir®’.

Post-iskemik donemde, iskemik dokudaki serbest radikallerin
en belirgin kaynagi ksantin oksidaz enzimidir. Bu enzim “dehidrojenaz” ve
“oksidaz” aktivitesine sahip iki sekilde bulunur. Calismalarda iskemi
sirasinda ksantin dehidrojenaz enziminin kalsiyum aracili bir proteaz
katalizorligunde ksantin oksidaza donugmesi, intestinal dokuda 10 saniye,
kardiyak kasta 8 dakika, karaciger, dalak, bobrek ve akcigerde 30 dakika
surmektedir. Bu da degisik dokularin I-R hasarina neden farkli oranlarda
cevap verdigi konusunda agciklayici olmaktadir. Hipoksantin ve ksantin

oksidasyonu serbest radikallerin olusumuna yol agar®>°#%,



Serbest radikaller huacrelerin  lipid, protein, DNA,
karbohidratlar gibi tim onemli bilesiklerine etki ederler ve de yapilarinin
bozulmalarina neden olurlar. Biyolojik sistemlerdeki ROT, superoksit
anyonu (205", hidroksil radikali (HO"), nitrik oksit (NO"), peroksil radikali
(ROQO), ve radikal olmayan hidrojen peroksit (H2O;) gibi serbest radikaller
oksidatif stresin en 6nemli nedenlerinden birini olustururlar®®. Serbest
radikal zincir  reaksiyonlari genellikle, molekullerden H’nin
uzaklastirimasiyla baglar. Lipid peroksidasyonu serbest radikal zincir
reaksiyonu igin iyi bir drnektir. Bu reaksiyonun 6zellikle aterosklerozun
gelisiminde ¢ok o©onemli oldugu arasgtiricilarin  savlari  arasinda
bulunmaktadir®™. Mitokondriyal elektron transport zincirinde oksijenin
tamamlanmamig reduksiyonu, sigara i¢cimi, radyasyon gibi c¢esitli faktorler

oksidatif strese neden olabilirler®.

Uzamis iskemi hlcrede metabolik ve yapisal degisikliklere
neden olur. iskemi nedeniyle hiicresel oksidatif fosforilizasyon azalir.
Hucre membraninda ATP bagimli iyon pompasi fonksiyonunun bozulmasi
sonucu hucre igine kalsiyum (Ca++), sodyum (Na+) ve su girisi artar.
iskemi sirasinda adenin niikleotid katabolizmasi sonucu hiicre icine
hipoksantin birikir. Bu arada endotelde bazi proinflamatuar Urinlerin
(I6kosit adhezyon molekulleri, sitokinler) ve biyoaktif ajanlarin (endotelin,
tromboksan A2) yapimi artarken, diger bazi koruyucu drdnlerin ve
biyoaktif ajanlarin (prostosiklin, NO) yapimi baskilanir. Bdylece iskemi,
daha sonraki reperfiuzyon déneminde doku zedelenebilirligini arttiran

proinflamatuar bir durum baslatir®.



Iskemik dokularin reperfiizyonu ile iskeminin siddetine ve
suresine bagh olarak, bir kisim hucre nekroz veya apoptozis ile olmeye
devam eder. Etkilenen dokularda siklikla nétrofil infiltrasyonu gézlenir.
Parenkimal hucreler, endotel hlcreleri ve |6kositlerce ROT yapimi artar.
Bu arada hasarli mitokondrilerde oksijen vyetersizligi veya alternatif
yollardan oksijenin indirgenmesi ile de ROT olusabilir. Hucresel

antioksidan savunma sistemleride iskemi nedeniyle zayiflar’’.

2.4, Reperfiizyon

Reperfizyon ise iskemiye neden olan etkenin ortadan
kaldirilarak dokuya yeniden kan akiminin ulasmasidir. Reperfliizyonun,
iskemik dokuda enerji ihtiyacinin saglanmasi ve toksik metabolitlerin
uzaklastiriimasi gibi iki olumlu etkisi vardir. Boylelikle reperfizyon iskemik
hasarin duzeltilebilmesi igin gerekli bir stregtir. Ancak oksijenlenmis kanin
iskemik dokuya donlslU dokuyu daha fazla zedeleyen bir reaksiyon

slirecini baslatmaktadir®*°%°,

2.4.1. Reperfiizyon hasarinin mekanizmasi

Reperflizyon sonucu meydana gelen hasar, hasarli doku
yada organlardaki inflamatuvar cevap nedeniyle meydana gelmektedir.
Oksijenlenmis kanin tekrar dokuya donmesiyle beyaz kan hucreleri bu
bdlgede birikir ve interlokinler gibi inflamatuvar faktérler ayni zamanda
doku hasari sonucu olusan serbest radikaller salinir. Tekrar normale

donen kan akigi ile hiicresel poteinler, DNA ve plazma membrani hasar



gormektedir. Hicre membranina verilen zarar ¢ok daha fazla serbest

radikalin salinimina neden olmaktadir®.

Kisa iskemik ataklar miyositler tarafindan tolere edilirler,
belirgin bir hasar olusmaz. Ornegin kopeklerde 15 dakikaya kadar olan
total proksimal koroner tikanmalar geri donusumlu hasara yol agar. 15
dakikadan fazla siren iskemik durumlar geri dénisimsitzdar. Kisa
iskemik periyotlarda kalp kasinda fonksiyon bozukluklari olabildigi gibi
uzamis  iskemik  periyotlarda nekroza kadar giden hasar

olusabilmektedir®'623,

Reperflzyon hasarina dogrudan veya dolayh olarak katilan
pek ¢cok madde ve biyokimyasal reaksiyon tanimlanmistir. Bu maddelerin
birbiriyle etkilesimi sonucunda I-R hasarinin reperfizyon Kkisminin

medyatorleri olan ROT ortaya c¢ikar.

2.4.2. Reperfuzyonda ROT’nin ortaya ¢cikmasindaki faktorler
|- Ksantin oksidaz
[I- Nétrofillerin aktivasyonu
[lI- Endotelial faktorler
1-Aragidonik asit metabolitleri

a-Prostasiklin (PGI2)

10



b-Tromboksan A2(TxA2)
c-Lokotrien B4
2-Nitrik Oksit
3- Endotelin
IV-Komplemanlar
V-Sitokinler
VI-Prostaglandinler
Vll-Katekolamin oksidasyonu

VIlI-Platelet aktive edici faktor (PAF)

2.4.2.1. Ksantin oksidaz yolu

Iskemi sonrasi, dokuda slperoksit radikallerinin biyik
kisminin  kaynadi  ksantin  oksidaz enzim  sistemidir®*.  Doku
oksijenizasyonunun azalmasi ile birlikte disen ATP Uretimi ener;i
depolarinin azalmasina neden olur ve hiicre membraninda bozulan iyon
transportu hiicre ici Ca*? nin birikimine yol acar. Artan Ca®
konsantrasyonu da ksantin dehidrogenazi ksantin oksidaza donustiurecek
proteazlari aktive eder. Bu arada ATP miktarinin azalip AMP miktarinin
artmasi ile birlikte hicre icinde adenozin hipoksantin dénisumuinin

oldugu bir siireg belirir®.

11



ATP Ksantin dehidrogenaz
e AMP Proteaz —l>Ca+2

v |

Ailenazin Ksantin oksidaz

inozin
: l

Hipoksantin > 02+H202

0z /
v [
reoksijenizasyon >

Sekil 2.1 iskemik dokularda ksantin oksidaz yolu ile serbest oksijen

radikali Gretimi®.

2.4.2.2. Notrofillerin aktivasyonu

I-R’'nun yol actigi mikrovaskuler hasar icin notrofil ve
endotelial hiicre iligkisi gerekmektedir. iskemi sirasinda ve daha agirlikli
olarak bunu takip eden reperfuzyon doneminde postkapillerde endotele
artmig notrofil adhezyonu gorulir ki bunun [|-R’'’na bagli barsak

disfonksiyonunda énemli rolii vardir®.
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2.4.2.3 Endotelial faktorler

Vaskuler endotelial gceper pek ¢ok lokal hormon salgilayarak

vaskiiler diiz kas tonusunu diizenler®?,

1) Arasidonik asit metabolitleri

a) Prostasiklin (PGI2): Endotel hicrelerinden salinan ilk vazoaktif ajan
olan PGI2 endotelial ylizeylerde trombosit agregasyonunu onleyen gugla

bir vazodilatatordur.

b) Tromboxan A2 (TXAZ2): Arasidonik asitten siklooksijenaz yardimi ile
olusan TxA2 trombositleri agrege eder ve vazokonstriktor etkisi vardir.
Reperflzyon, prostaglandin dretiminin en gucld uyaranidir. TXA2, iskemi-
reperfuzyonda endotelyuma noétrofil adezyonunu indukleyen guglu bir

maddedir.

c) Lokotrien B4 (LB4): Lokotrienler, I-R boyunca endotelial disfonksiyonda
onemli rol oynayan ve lipooksijenaz yoluyla olusan arasidonik asit
metabolitleridir. LB4 nétrofil yiizeyindeki spesifik reseptérlere baglanir. Ug
saatlik iskemik periyodu mukozal LB4 seviyelerini degistirmezken,
reperflzyonun izledigi ayni sureli iskemi mukozal LB4 seviyelerinde

%200-600 oraninda artisa yol agmaktad|r59.

2) Nitrik Oksit (NO)

Endotel turevli nitrik oksit olarak bilinen NO, asetil kolin

uyarisi, hipoksi, endotoksin, hlcresel zedelenme veya mekanik kesilme
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stresine yanit olarak dolasima salinabilmektedir. Yari dmru bir ka¢ saniye
olan bir maddedir. NO kendiliginden nitrat ve nitrite ayrigir. Septik sok ve
travmada, nitrit ve nitrat metabolitleri ile Odlgilen NO dlzeyleri
yuksekliginin, dusuk sistemik vaskuler diren¢g ve yukselmis endotoksin

duzeyleri ile iligkili oldugu kanitlanmistir3*.

3) Endotelin

Endotel hucrelerinin damar tonusunun duzenlemesi,
koagulasyon, hicre blyumesi ve olumu, I6kdsit migrasyonu gibi gesgitli
olaylarda rol oynar66. Arter ve venlerde kontraksiyona neden olan en guglu
vazokonstriiktordiir. iskemik kalmis bir barsagin drettigi endotelinin,
intestinal I-R hasarinin sistemik bir hasara donusmesinden sorumlu

olabilecek giiclii bir aday oldugu ileri stiriilmektedir®*.

2.4.2.4 Komplemanlar

Notrofiller Gzerindeki etkileri endotele adhezyonun artisi,

ROT lerinin Giretim ve salinmasini saglamaktir®.

2.4.2.5 Sitokinler

Reperfizyon sonrasi, dolasimda IL-1, IL-6 ve TUumor
Nekrozis faktor-a (TNF-a) gibi sitokinler gézlenir. I-R’da sitokin saliniminin
bilinmesine ragmen bu sitokinlerin permeabilite Uzerine olan etkilerinin
direk mi yoksa hucre adhezyon molekulleri ekspresyonu ve notrofil

adhezyon aktivasyonu yoluyla mi oldugu bilinmemektedir.
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2.4.2.6 Platelet aktive edici faktorler

Fosfolipaz A2’nin etkisiyle endotel hucreleri tarafindan
membran fosfolipidlerinden Uretilir.  Trombositlerin sekil degisikligine,
agregasyonuna, ve granul igeriginin salinmasina yol agan oldukga kuvvetli
bir ajandir. Ek olarak PAF kuvvetli bir aktivator maddedir ve TNF-a
uretiminde énemli bir rol oynar. Dokularin reperfizyonu sonucu lékositlerin
aktivasyonuna, adhezyon ve ayni zamanda vaskuler permeabilitede artiga
yol acar. PAF’In, reperflizyon sonucu gergeklesen kemotaksisin bir

diizenleyicisi oldugu diistiniilmektedir®’.
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2.5 Reperfiizyon hasari ve oksidatif stres

2.5.1 Serbest Radikaller

Yapilarinda eslesmemis elektron iceren atom veya bilesikler
serbest radikaller olarak tanimlanmaktadir®®®. Diger bir deyisle serbest
radikaller; yapilarinda tek sayida elektron iceren, acik elektron kabugu
konfiglirasyonuna sahip atom veya molekillerdir®®. Serbest radikaller
fazlasiyla reaktif, kisa d6murli ve stabil olmayan molekullerdir. Molekuler
oksijenin  indirgenmesi ile  degisik oksijen serbest radikalleri

Uretilebilirler®>3+°

Serbest radikalin meydana gelmesi 3 sekilde gergeklegmektedirm:

1. Kovalent bag tasiyan normal bir molekuliin homolitik yikimi sonucu her

bir parcada ortak elektronlardan biri kalarak meydana gelirler.
X:Y > X +Y"

2. Normal bir molekulden tek bir elektronun kaybi ya da bir molekilin
heterolitik olarak bolinmesi ile olusurlar. Heterolitik bolinmede kovalent

bagi olusturan her iki elektron, atomlardan birisinde kalmaktadir.
X:Y > X +Y"7

3. Normal bir molektile tek bir elektronun eklenmesi ile olusurlar.
A+e >A ™)

Serbest radikaller, pozitif yukll, negatif yukli ya da noétral
olabilirler. Biyolojik sistemlerde en fazla elektron transferi ile olusurlar’”.
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Hucreler ROT’nin hasarina bagisik degildir. Ancak genellikle
glutatyon ve katalaz ile oksijen hasarina karsi korunmuslardir. iskemik
dokularda, ROT Uureten intraselliler mekanizmalar tam aktive edilmis
durumdadir. Ancak oksijen saglanmasindaki eksiklikten dolayi fonksiyon
gormezler. Kan akimi ve oksijen saglanmasinin restorasyonu ile buyuk
miktarlardaki ROT (retilerek reperfiizyon hasari indiiklenir**. Organizmada
ROT ortaya c¢iktiktan sonra radikal reaksiyon dizileri baglar. Eger bir serbest
radikal, radikal olmayan bir molekllle reaksiyona girerse, binlerce
reaksiyondan olusan reaksiyon zincirlerini baslatir. ROT paylagsilmamis
elektronlarindan dolayi lipid, protein, karbonhidrat, nukleik asit gibi ¢esitli

makromolekiillerin oksidatif hasarina neden olurlar®.

Stiperoksid 0, Sitokrom P4302E

anyonu Mitokondrial solunum zinciri
Ksantin oksidaz
Aldehid oksidaz

Fagosit
Hidroksil OH* Hidrojen peroksidin demir
radikal aracilifiyla degradasyonu
Nitrik oksid NO Hepatosit, kuppfer ve

endotel hiicrelerinde nitrik
oksit sentezi

Peroksinitrit ONO0=* NO ile O, reaksivonu
o-hidroksietsl  CH;C*HOH Etanolin CYPXE] de
radikal oksidasyonu
0. in OH®* ile reaksivonu
Kuppfer hiicreleri
Menlkarbonil CH,C*0O  Ksantin oksidaz veya
radikal asetaldehid oksidaz tarafin-
dan asetaldehidin

oksidasyonu

Tablo 2.1 Serbest radikaller ve kaynaklari’
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Oncelikle Oy, OH ve NO ve H,0, gibi ROT’lar aerobik
metabolizma sirasinda fizyolojik sartlar altinda olusur. Oksijen
radikallerinin Uretimi artmigsa veya hucresel antioksidan savunma
sisteminde kusur varsa proteinler, lipidler ve nukleik asidler ile tepkiye

girerek hiicrede fonksiyon bozukluguna sebep olurlar®"3,

QOksidatif Stres

Sekil 2.2 Oksidatif stres siirecinde meydana gelen reaksiyonlar’2

OH, ROO’, HyO, ve Oy gibi reaktif oksijen turleri I-R
patojenitesinde rol oynamaktad|r74. Serbest radikaller sitotoksik etkilerini
membranda ya da plazma lipoproteininde; mitokondriyal enzimlerin direk

inhibisyonu, membran sodyum kanallarinin inaktivasyonu ve diger

18



proteinlerin degisimiyle saglarlar75’76. Oksidatif strese maruz kalinmasiyla

hiicrelerde DNA hasarinin meydana geldigi iyi bilinmektedir’”.

Norolojik bozukluklardan kalp hastaligina ve kansere kadar
pek cok hastalikta oksidatif stres meydana gelmektedir. Mitokondrial
solunum zinciriyle ROT’lerinin serbest kalmasinin ve devamli Uretiminin
ustesinden gelinmesi gerekmektedir. Bu nedenle olugsacak olan
antioksidan savunmasinin lipitler, proteinler ve nukleik asitler gibi
biyomoleklllere zarar vermeden ©Once vyavas yavas olusmasi
gerekmektedir. Hasarin olmayacagi kesin seviyenin bilinmesi énemlidir. ”
Oksidatif stres ” denge nerede altust olduysa yani serbest radikal Gretimi

nerede arttiysa, antioksidan iiretimi yetersiz kaldiysa orada olusur’®.

Lipit peroksidasyonu Urunleri blytk olasilikla felg, koroner
kalp hastaliklari, trombozis ve diger vaskller hasarlara neden olan
arteriyal plaka icermektedir’®. Diyabetlilerde dusuk dansiteli lipoproteinler
aterosikleroz riskine katkida bulunurlar®®. Ornegin giines Isigindaki uv'nin

sebep oldugu oksidatif hasar gézde katarakta sebep olabilmektedir®'.
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Bitibrak gratt
Glomerulonefrit
Dejerveratif retirem hasan Yaruk

Sekil 2.3 Oksidatif stresle iliskili klinik durumlar®?

Serbest radikaller kaginilmaz sekilde yan etkileriyle zarar
verirler. Kanser ve oksidatif hasar arasinda iliskiyi gosteren yayinlanmis
pek cok calisma vardir®. Serbest radikallerin 6zellikle DNA {izerinde
yaptiklari hasar énemlidir. Nukleik asitler ile reaksiyona giren serbest
radikaller, DNA dizininde catlaklar meydana getirmekte ve bu hucrelerin

kanser hiicrelerine déniismesine yol agmaktadirlar®.

Akciger kanseri ve birgok malign  hastaliklarin
patogenezinde, slperoksit radikalleri ve bunlarin biyomolekullerinin

olusturdugu oksidatif hasarin énemli bir roli oldugu diistiniiimektedir®®°.
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TUmor olusum mekanizmasi Uzerine yapilan son c¢aligsmalarda tumor
hucrelerinin sUperoksid radikalleri Uretebildigi gosterilmigtir. Bu nedenle de
birgok arastirmaci, zarar gormus tumor hucrelerinde temel antioksidan
olan superoksit dismutaz (SOD) ve katalazin dizeyini arastirmaya
yonelmistir’”®'. Glinimiizde kansere bagl élimlerin en sik sebebi akciger
kanseridir ve bu dokudaki temel kanser olusum mekanizmasi
aydinlatiimaya calisiimaktadir. Klinik ¢aligmalar yaninda hayvan modelleri

ve son zamanlarda doku kiiltiirleriyle de ¢alismalar devam etmektedir®’.

Oksidatif hasarin ¢ogunlukla biyomolekillere katkida
bulundugu ve hatta yaslanmaya sebep oldugu dusunulmektedir.
Antioksidan savunmanin bizi gelecek nesillere kadar yasamamiz igin
yeterli olmasi gerekmektedir. Ama daha sonra hasarin yavasca birikmesi
neticesinde organlarimizin koétlye gitmesi ve eskimesi kaginilmaz bir
hipotezdirgz. Oksidatif hasarin DNA'da olusturdugu degisiklikler sasirtici bir
durum degildir. Alzeimer ve diyabetli hastalarda DNA baz hasari daha da
yliksektir*®*  Burada da baz oksidasyonunun normal seviyesini bilmek

cok onemlidir.

Oksidatif stres geri donusumlu yada geri donigsumsuz hicre
hasarina yol agar. Oksidatif stres akut ya da kronik olabilir. I1-R'da, akut
enflamasyonda ve hiperoksi’de kisa sureli bir oksidatif stres varken, kronik
enflamasyonda uzun siireli bir oksidatif stres vardir®®°. Bu uzun sireli

oksidatif stres kanser gelisiminde rol oynar'®-1%.
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2.6. Antioksidanlar ve antioksidan savunma sistemleri

ROT’nin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasari
onlemek icin vucutta savunma mekanizmalari vardir. Bunlar antioksidan

savunma sistemleri olarak bilinirler.

ANTIOKSIDAN
SISTEMLER

Sekil 2.4 Antioksidan savunma sistemleri'%

Antioksidan molekuller endojen ve ekzojen kaynakli yapilar
olup, olusan oksidan molekdillerin neden oldugu hasari hem htcre i¢i hem
de hicre digi savunma ile etkisiz hale getirilirler. Hicre disi savunma,

albumin, bilirubin, transferrin, seruloplazmin, urik asit gibi ¢egitli molekdulleri
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icermektedir. Hucre ici serbest radikal toplayici enzimler asil antioksidan
savunmay! saglamaktadir. Bu enzimler SOD, glutatyon-S-transferaz,
glutatyon peroksidaz, glutatyon reduktaz, katalaz ve sitokrom oksidazdir.
Bakir (Cu) , cinko (Zn) ve selenyum (Se) gibi eser elementler ise bu

enzimlerin fonksiyonlari igin gereklidir'®’.

Organizmada  surekli serbest oksijen radikalleri
olusmasina ragmen antioksidan savunma sistemleri ile oksidasyon
arasindaki dengeden dolayi zararl etkiler ortaya ¢ikmaz. Fizyolojik veya
patolojik olaylar sonucu bu dengenin oksidasyon lehine degismesi
durumunda oksidatif hasar gelisebilmektedir. I-R hasarini inhibe eden pek
cok endojen mekanizma bulunmakla beraber, ekzojen olarak da hasari

engelleyebilen birgok ilag tanimlanmistir.

2.6.1 Etki mekanizmalari farkli olan ajanlar

2.6.1.1 Antioksidan enzimler: SOD, glutatyon peroksidaz, katalaz bu

gruptan olup primer antioksidanlardir. Serbest radikalleri, biyolojik énemi
olan molekullerle etkilesmeden o6nce daha zararsiz bilesiklere
donugturerek veya baska molekullerden radikal Uretimini engelleyerek

etkilerini gosterirler 3342,

2.6.1.2 Serbest radikal toplayicilar (scavenger): Vitamin E, vitamin C, B-

karoten, Urik asit, bilirubin, alblmin bu gruptandir ve sekonder
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antioksidanlar olarak bilinir. Bunlar serbest radikalleri yakalayarak

olusabilecek zincir reaksiyonlarini engeller 3°:°31%8,

2.7. iskemi-reperfiizyonla ilgili yapilan galigmalar

I-R hasariyla ilgili yapilmis pek ¢ok ¢alisma vardir. Christian
ve arkadaslan I-R hasarindan sonra IOkositlerde meydana gelebilecek
DNA hasarini belirlemek igin bir calisma yaptilar. Bu ¢alismaya yaglari 19-
53 arasinda (ortalama 30) olan 20 hasta dahil edildi. Operasyon
oncesinde, iskemiden 45 dakika sonra ve turnike ¢6zulmesinin 0-2, 5, 15,
30 ve 120. dakikalarinda hastalarin kan ornekleri toplandi. Anestezinin
etkisini bertaraf etmek i¢in bu hastalardan 5 kisiye endotrakeal anestezi ve
geri kalan hastalara da spinal anestezi uygulandi. Ayrica operasyon
travmasi ve anestezisiz I-R’'nun hasarinin sebep oldugu etkileri aragtirmak
icin 35 yasinda gonulli saghkh bir kisiye 10 defa 1 saat suren turnike
uygulandi. Calismada hastalar 2 ayri gruba bdlindi. ik grup alt
ekstremitede I-R uygulanan 10 hasta, ikinci grup ise ust ekstremitede I-R
uygulanan 10 hasta olarak belirlendi. Calismanin sonucunda iskemi
esnasinda tail momentte anlamli bir yikseleme olmadi. Turnike
¢Ozuldikten hemen sonra beyaz kan hicrelerinde DNA gécu artti. Turnike
¢ozuldukten 5-30 dakika sonra tail moment belirgin sekilde yukseldi va
daha sonraki 2 saatlik periyotta dustu. Ancak iskemi dncesi ana degerlere
geri donmedi. Yani bu galismayla I-R’'den kaynaklanan genotoksik etki

belirlendi'®.

Bo Westman ve arkadaslarinin yaptigi baska bir ¢calismada
iskelet kasinda I-R’nin etkileri arastirildi. Diz replasmani operasyonu
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gegiren yaslari 63-76 arasi (ortalama 71) olan 15 hastadan kendi istegiyle
operasyon esnasinda iskeminin maksimum oldugu zamanda ve
reperflizyondan 24 saat sonra kas biyopsileri alindi. Bu hastalar sigara
kullanmayan, kortikosteroid tedavisi almayan ve metabolik olarak saglikli
kisilerdi. Epidural anestezi kullanilarak anestezinin etkileri bertaraf edildi.
iskemi siiresi ise ortalama 83 dakika sirdi. Biyopsilerden glutatyon,
aminoasit, fosfokreatin ve laktat gibi maddelerin analizi yapildi. Sonugta
laktat ve kreatin seviyeleri artti ve fosfokreatin seviyesinde azalma
gb6zlendi. Kas ATP konsantrasyonu ise degismedi. Iskeminin maksimum
oldugu zamanda kasta tGSH degismemesiyle birlikte GSH’ta %10 artma
g6zlendi. Bu artisin fizyolojik 6nemi tam olarak belli degildi ama az da olsa
ROT’nin  ortaya c¢iktigini gosterdi. Operasyon suresince maksimum
iskemide serbest amino asit miktari farkh degildi”O. Ama normal vaskuler
ameliyatlar boyunca hemen reperflizyondan énce alanin haricinde serbest
amino asit kansantrasyonlari diismektedir''"". Sonucta turnike iskemisi
ve devaminda gelisen degisiklikler oksidatif stresi gosterdi. Glutatyon ve
aminoasit durumundaki degisiklikler ise ameliyat travmasi olarak

nitelendirildi'"°.

Ostman ve arkadagslarinin yaptidi bir ¢alismada artroskopi
operasyonunda |-R’na maruz kalmis 8 hastanin iskelet kaslarinda invivo
mikrodiyalizle purivat, glikoz, laktat, gliserol, hipoksantin, Urik asit ve Ure
degerleri olguldli. Ameliyattan 6nce femor kasina bir diyaliz sondasi
yerlestirildi. Hastalara 90-120 dakika turnike uygulanarak I-R olusturuldu.
Turnike uygulanmasindan sonra 2 saat boyunca 10 dakikalik araliklarla
ornekler toplandi. iskeminin 90. dakikasi %100’e oranla; %238+%38
laktat, %582+%166 hipoksantin ve %146+%46 gliserol birikmesi; %541+%9
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glukoz tuketimi; %16+%44 purivat tiketimi ve %78+%11’lik kiigUk bir Ure
azalmasiyla sonuglandi. Urik asit degeri ise degismedi''?. iskemi
siiresince fonksiyonlarin devami icin enerji stoklari tiiketilir**. Bu
calismada iskeminin uzun periyotlari aerobik sistem araciligiyla ATP
olusum kapasitesinde dramatik bir dustse yol agti. Turnike ¢oztulmesinden
sonra 90 dakika icinde butun degerler normale dondu. Bu durum iskemi
suresinin hastalar tarafindan iyi tolere edildigini gésterdi”z. Yapilan bu
calisma sonucunda I-R gerektiren ortopedi operasyonlari suresince
metabolik olaylar kontrol etmek igin mikrodiyaliz yonteminin guvenilir

olduguna da karar verildi.

Andreassi ve arkadaglarinin yaptigi diger bir calismada ise

perkitan transliminal koroner anjiyoplasti (PTCA) geciren hastalarda |-

"3 PTCA'dan sonra serbest radikallerin

114-117

R’nin patojenitesi arastinldi
olustugu daha o6nceden gdézlemlenmisti . Bu calismada PTCA’ya
maruz kalan hastalarin lenfositlerinde mikrogekirdek ve comet yontemi
kullanilarak I-R’nun neden oldugu genetik hasarin saptanmasi amaclandi.
Calismaya PTCA grubu olarak 25 bay ve 5 bayandan olusan yas
ortalamasi 61.3t2 olan 30 hasta dahil edildi. Radyasyon alip
almamalarina gore de kendi iclerinde gruplandirildilar. Ayrica kontrol
grubu da olusturuldu. Caligsmanin sonucunda radyasyon dozu ve
radyasyona maruziyet zamani ile DNA hasarinin belirgin sekilde arttigi
g6zlendi. Bu durum olasiI X-ray maruziyeti ve kontrast ila¢ alinmasiyla
DNA hasarinda artisa sebep olmus olabilecegini akla getirdi''®. Ayrica
PTCA’dan sonra DNA bag kiriklari 6lguldugunde anlamli bir artis gozlendi.
Yani PTCA'dan sonra periferal lenfositlerde oksidatif DNA hasari

kanitlanmis oldu'. Daha once yapilan g¢alismalar primer anjiyoplasti
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suresince hasar maruziyetiyle artan bir kardiyak oksidatif stres meydana
geldigini gostermisti'™'"". Daha sonra yapilan galismalarda ise PTCA’'dan
sonra reperfizyon suresince lipid peroksidasyon ve ROT Urlnlerinin

belirgin bicimde arttigi belirlendi'"”119-122,

123 ise alt ekstremite

Tarkiye’de yapilan bir pilot ¢calismada
operasyonlarinda pnomotik turnikeyle olusturulan I-R hasari aragtirildi. Alt
ekstremite operasyonu gegirecek olan 20 hasta g¢alismaya dahil edildi.
Birinci grubu pndmotik turnike uygulanan 10 hasta (T grubu), ikinci grubu
ise iskemi 6n kosul olmak sartiyla turnike uygulanan 10 hasta (IP-T
grubu) olusturdu. T grubunda pnémotik turnike kullanilarak 300 mmHg’'ye
kadar sigirildi ve normal ameliyat proseduru uygulandi. IP-T grubunda ise
yine pnomotik turnike kullanildi ve 300 mmHg'ye kadar sigirildi. Ancak 5
dakika iskemiden sonra, turnike gevsetilerek 5 dakika reperflizyon
yapilmasina izin verildi. Bu durum 3 kez tekrar edildi ve son
reperfUzyondan sonra normal ameliyat proseduru uygulandi. Turnike
¢ozuldugunde ve turnike ¢ozilmesinden 1, 5 ve 10 dakika sonra
hastalardan kan ornekleri alindi. Birinci grupta turnike ¢ozuldikten sonra
arteriyel basincin azaldigi, solunum sikliginin belirgin bigcimde arttigi ve
metabolik parametrelerde belirgin degisiklikler oldugu gozlendi. Ancak IP
turnike uygulanan ikinci grupta belirgin bir degisiklik gézlenmedi.

Calisma sonunda alt ekstremite ameliyatlarinda IP turnike
uygulamasinin hemodinamik yanit ve lipid peroksidasyonu agisindan
olumsuz sonuglar ortaya ¢ikarmadigi gozlendi. Ve sonugta IP turnike

uygulanmasinin klinikte uygulanabilir bir yontem oldugu sonucuna
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varildi'®®. Ancak Orban ve arkadaslarl124 yaptiklari ¢alismada IP turnike
uygulamasinin doku hasarina sebep oldugu sonucuna vardilar. Wu ve
arkadaslar' ise vyaptiklari calisma sonucunda koroner baypas

ameliyatlarinda da IP turnike yontemini dnerdiler.

2.8. Genotoksik etki

2.8.1. Genotoksik etki ve belirlenmesi

Genotoksisite ¢esitli kimyasal ve fiziksel ajanlarin DNA
yapisinda degisiklikler olusturmasi ya da kiriklara neden olmasi ile olusan
hucresel degisiklikleri kapsar. Kalitsal materyalin miktar, dizen veya
iceriginde meydana gelen kalici degisikliklere mutasyon denir. Kromozom
yapisi ya da sayisindaki degisikliklerden dogan farkliliklar ya da DNA
hasarinin induksiyonu ise mutagenezis olarak tanimlanir. Mutasyona
neden olan her ajana mutajen denir. Mutasyonlar kendiliginden meydana
gelebildigi gibi mutajenler tarafindan da meydana getirilebilir. Genelde
mutasyonun kendiliginden meydana gelebilme olasiiginin ¢ok dugsuk
olmasina karsin mutajenlerin etkisiyle mutasyon frekansi oldukga
yukselmektedir. Genotoksik etki ile baz cifti degdisimi, cerceve kaymasi gibi
hasarin nukleotidlerde oldugu mikrolezyon ve makrolezyonlar olusur.
Kromozomlardaki yapisal degisiklikler kromozomal aberasyonlar olarak
adlandiriirlar.  Mutasyon  sonucu olusan yaplya ise mutant

denilmektedir'?.

Mutasyon genellikle tek bir gende surekli meydana gelen

degisikliktir ve c¢ogunlukla hucre igin zararli olur. Vucuttaki hicrelerin
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yeterli derecede farklilagmaya ugramadan, kontrolsiz ve hizl bir sekilde
bolunmeleri ile kendini gosteren patolojik duruma ise kanser adi
veriimektedir. Mutagenezis ve karsinogenezis arasinda guglu bir iligki
vardir. DNA hasarlarinin indiklenmesi ile mutasyonlarin ve kromozomal
bozukluklarin olugsmasi kanser gelisiminde en 6nemli mekanizma olarak
kabul edilmektedir'®’. Gen-gevre, gen-hastalik etkilesimlerinde en yaygin
arastirma alanlarindan biri kanserdir. Kanser tedavisi, teshisi ve
korunmasinda bir ¢ok ilerleme kaydedilmesine karsin insanlik igin halen
blyuk bir sorun teskil eden, uzun ve gok basamakh bir strecin sonucunda
ortaya c¢ikan bir hastaliktir. Kanser olusumunda genler ve gevre arasinda
kompleks bir etkilesim s6z konusudur'®®. Cogu insan karsinojeni
genotoksikken tum genotoksik ajanlarin insanlarda karsinojenik oldugu
gosterilmemigtir. Kanser olusumunda genotoksik hasarin en énemli faktor
oldugu bilindigi i¢cin bu amacla geligtirilen genotoksisite testleri mevcuttur.
Bunlardan en sik kullanilanlar kromozomal aberasyon testi (KAT), kardes
kromatid degisimi (KKD) (Sister Chromatid Exchange; SCE), floresans in-
situ hibridizasyon (FISH), mikrogcekirdek (MC), comet yontemi seklinde

siralanabilir'®.

Potansiyel mutajenlere maruz kalan insan populasyonlarinin
genetik biyoizlemi, farkh genetik isaretleyiciler kullanarak
yapilabilmektedir. Kardes kromatid degisimleri, DNA hasarina neden olan
ajanlarin erken biyolojik etkilerinin belilenmesinde en yaygin kullanilan
sitogenetik isaretleyiciler arasinda yer alir'®'. KKD, DNA replikasyonu
sirasinda kardes kromatidlerin karsilikli olarak yer degistirmesidir. KKD
hiacre boluinmesinin normal bir 6zelligi olarak meydana gelebilmekle

birlikte, kromozom morfolojisinde degisiklige neden olmamakta; fakat
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hiacre DNA’si genotoksik ajanlar tarafindan zarar goérdigunde orani

artmaktadir 129132,

MC yontemi ise ilk defa 1970’lerin ortalarinda tanitilmistir™2,

Bu prosedur, anafaz safhasindaki kromatin dagiliminin bozulmasi
sonrasinda olugmug mitotik hucrelerin incelenmesi temeline dayanir.
Telofaz safhasindan sonra bu yer degistirmis kromatin yavru hicre
sitoplazmasi icinde gekirdekten ayri, tekli veya ¢coklu MC olarak gozlenir.
MC gorulmesindeki siklik kromozom kirilmalarina veya kayiplarina ve

hiicre bolinme oranina baghdir'34 13,

FISH yontemi ise son yillarda kromozomal aberasyonlarin
analizinde uygulanan diger yontemlere alternatif olarak gosteriimeye
baslanmistir. FISH yontemi, radyoaktif olmayan molekll ile kimyasal
olarak degistirilen DNA problarinin  immunolojik ya da afinite
reaksiyonlarini  kullanarak kromozom veya kromozom pargalarinin
floresans olarak goruntulenmesine olanak saglayan bir tekniktir. Bu
yontemle sayisal ve yapisal anomalileri hem interfaz hem de metafaz

hiicrelerinde saptamak miimkiinduir'®.

Genotoksisite testleri son zamanlarda toksikolojide gok fazla
onem kazanmistir. Bu testler mutajenik ve karsinojenik maddelere maruz
kalan bireylerin izlenmesinde kullanilabilmektedir. Oksidatif DNA hasarinin
Olciminde comet ybéntemi oldukga hizli, uygun, glvenilir bir

yontemdir'?'122,
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2.8.2. Comet testi ( Tek hicre jel elektroforezi - Single cell gel

electrophoresis, SCGE )

1970’li yillarda Peter Cook ve arkadasglarinin yuksek
molaritede sodyum klorid ve non-iyonik deterjanlar ile hicrelerin lizizinde
nukleer yapi temelindeki incelemeler igin geligtiriimis bir yakla§|md|137.
1978de ilk defa Rydberg ve Johanson tarafindan DNA sarmal kiriklarinin
olclilmesi amaciyla kurulmus ve 1984 yilinda Ostling ve Johanson
tarafindan gelistiriimis olan bu teknik nétral pH'daki lizing sartlarinda
uygulanarak DNA cift sarmal kiriklarini tayin etmekteydi™®. 1988 yilinda
Singh ve arkadaslarn tarafindan protokolde birtakim degisiklikler yapilarak
yontem alkali liziz kosullarinda uygulandi. Boylece sadece sarmal
kiriklarinin degil alkali kosullarda ortaya konulabilen hasarlarin DNA
capraz baglarinin ve tamamlanmamis onarim bdlgelerinin  de
saptanmasina olanak saglandi™®. Singh ve arkadaslarinin alkali comet
yontemi kuguk degisikliklerle bugun dunya genelinde en yaygin kullanilan
genotoksisite protokoludur. Alkali comet testi, tekli ve ¢iftli sarmal kiriklari,
oksidatif DNA baz hasari gibi DNA hasarinin farkh formatlarinin ve DNA
onariminin  belirlenmesi  i¢cin  teknikler  gelistirilerek  avantajlari

artirilmistir™°.

Collins ve arkadaslari comet yonteminin gelistiriimesinde
bircok c¢alisma yapmis ve spesifik enzimler kullanarak oksidatif DNA
hasarinin belirlenmesine olanak saglam|§lard|r4. Klaude ve Collins kuyruk
olusturmanin altinda yatan nedenin alkali sartlarda iplikgiklerin gevsemesi
oldugunu bulmuslar ve yaptiklari ¢alismalarda notral sartlarda kuyruk
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kisminda sadece gevsek iplikgikler varken DNA pargaciklarinin alkali
ortamda bulundugunu goOstermiglerdir. Zira alkali ortamda baglarin
¢ozulmesi ve DNA molekullerinin denaturasyonu daha kolaydir. Bu
DNA'da tek bag hasarina neden olur. Bu nedenle son yillarda tercih edilen

ydntem alkali ortamda DNA hasarini calismak olmustur™' 142,

Alkali comet yonteminin en 6nemli avantajlarindan birisi gok
cesitli hacre tiplerinde c¢alisma olanagr saglamasi ve in-vivo/in-vitro
uygulanabilmesidir143. Comet yontemi insan c¢alismalari igin uygundur.
Cunkl bu calismalar radyoaktif madde ile 6n isaretlemeyi gerektirmez,
zararlh prosedurleri icermez ve beyaz kan hucrelerine Kkolayca
uygulanabilir. Ancak bunlarin dezavantajlari da vardir. Ornegin kanser igin
hedef doku degillerdir ve hasar tespit edilen beyaz kan hucrelerinin gercek

hasari tam olarak yansitip yansitmasigi acik degildir'**.

Bu yontem genetik toksikolojiden molekuler epidemiyolojiye
kadar klinik arastirmalara kadar pek ¢ok arastirmada kullaniimaktadir.
DNA sarmal kiriklarini, c¢apraz baglantilarini, alkali labil kisimlarini
degerlendirerek potansiyel genotoksik etkiyi tahmin eder. DNA’nin
kimyasal ajanlarla ya da metabolitleriyle direk modifikasyonu, DNA sarmal
kiriklarina neden olur. DNA'nin elektrik alana gogu DNA sarmal kiriklarinin

sayisal olarak tahmin edilmesini saglar'*'*.
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Sekil 2.5 Normal ve hasarli hiicrelerde deneyin yapilisi'*

DNA'daki zincir kiriklarinin 6lgimu kisitl bilgiler vermektedir.
Kiriklar bazi zararli ajanlarin dogrudan etkisini gosterir fakat bunlar
genellikle cok hizli bir bicimde yeniden birlesir'**. Comet testini duyarli
oldugu kadar spesifik yapabilmek icin nukleotidlerin enzimle ayrismasi ve
boylece bir parga zarar verip yeni kiriklar olugturmasi saglanir. Bu ylizden
endontiikleaz Ill enzimi okside pirimidinlerin'®', formamidopyrimidine DNA
glycosylase (FPG) ise okside olmus biyiik plrin bazlarinin™’ tespit

edilmesinde yadimci olur.
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Moller bireylerin yas, egzersiz veya antioksidan durumunun
comet testinin sonuglari Gizerinde etkisinin olmadigini belirtmistir'*®. Ancak
bireylerin yasam tarzinda bu faktorlerin asiri etkisi oldugu durumda comet
testi ile Olculebilecek DNA hasarini indukleyebilecedi sonucuna

ulasilmistir'®.

Comet yonteminde hlcreler izole edildikten sonra agar igine
gomulerek mikroskobik lamlara yayilir. Liziz agamasindan sonra
elektroforeze birakilip floresan boya ile boyanmak suretiyle degerlendirilir.
Hasarsiz hucrelerde cgekirdek parlaktir ve floresan siddeti bas tarafta
yogundur. Ancak DNA'da kiriklar oldugunda floresan g¢ekirdekten anoda
dogru yayilarak kuyrukta daha yogun olur. Kuyruktaki floresan yogunlugu

hasarin derecesi ile paraleldir.

Comet yontemi ile DNA hasarinin kantitatif olarak tayin
edilmesinde DNA gogu gozle degerlendirilebilecegi gibi, ayni zamanda
bilgisayar destekli ‘comet goruntulu analiz teknigi’ ile
sayisallastirilabilmektedir. Kuyruk uzunlugu (Tail Lenght= TL), kuyruk
momenti (Tail Moment= TM), kuyruktaki DNA yogunlugu (Tail intensity=

TI) lenfosit DNA hasarinin gdstergesi olarak 6lgiilmektedir'*®.
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Calisma grubunun sec¢ilmesi

Alt ekstremitede turnike uygulanan ortopedi hastalarinda
iskemi-reperfuzyon sonucu olusan oksidatif DNA hasarinin arastiriimasi
icin yas ortalamasi 41.48+13.83 olan Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Ortopedi ve Travmatoloji Anabilim Dalinda meniskopati tanisi konulmus
ve artroskopi ameliyati gegiren 33 hasta (14 kadin, 19 erkek ) calismaya
dahil edildi.

DNA hasarina sebep olacagindan ve c¢alismamizi
etkileyeceginden dolayl, hastalarin genel anestezi almamis olmasina
dikkat edildi. Lokal anestezik olarak butin hastalara Heavy Marcaine

epidural olarak uygulandi.

Batun hastalarda turnike uygulamasiyla iskemi-reperfuzyon
olusturuldu. Hastalardan ameliyat dncesi alinan kan kontrol grubu olarak
kullanildi. Hasarin belirlenmesi igin turnike uygulamasi ile meydana gelen
iskemiden sonra ve turnike ¢6zilmesinden sonra meydana gelen
reperflUzyon sonrasi hastalardan heparinli tuplere kan o6rnekleri alindi.
Kanlar buzdolabinda muhafaza edildi ve 2-3 saat iginde comet yontemi

igin caligmaya alindi.
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Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Yerel Etik Kurulu’nun izni
alindiktan sonra, caligmaya katillan gonulli hastalara ¢alisma hakkinda

genel bilgi verildi ve yazili onaylari alindi.

Calismada olgulecek parametreleri etkileyebilecek durumlari
degerlendirmek amaci ile bir érnedi asagida bulunan anket formu tim
bireylere uygulandi. Ameliyatla ilgili parametreler ise ameliyati yapan

doktor tarafindan dolduruldu.
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ANKET FORMU
Tarih....../......... J Protokol No:
1.Ad Soyad:
2.Yas:
3.Adres-Telefon(mobil ve ev):
4. Cinsiyet:
5. Tanti:
6. Agirhk:
7. Boy:
8. Meslek/calisma sresi:
9.Yasadiginiz sehir ve siresi:
10. Dizenli alinan ilaglar ve sureleri (Vitamin dahil):
11. Gegirdigi hastalik ve ameliyatlar:
12.Anestezi icin verilen ilaglar(Premedikasyon dahil):
13. Kullanilan proflaktik antibiyotik (varsa):
14.DVT proflaksisi icin kullanilan ilag (varsa):
15. Turnike Suresi:
16.Turnike basinci:
17. Turnike sisirildigi andaki sistolik ve diastolik kan basinci:
18. Postop dénemde uygulanan ilaglar
19- Sigara icme aligkanligi:
20-Sigara igilen ortamlarda sik¢a bulunuyor musunuz?Evet ( )Hayir ( )
21-Alkol aliyormusunuz? Hayir () Evet ()
22-Beslenme aligkanhginiz nedir? (Et, sebze vs tiketimi)
23-Aile bireylerinde ve sizde genetik bir hastalik var mi?Hayir( )Evet ( )

24-Ailenizde, ortopedi rahatsizliklarinin sikligi nedir?
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3.2. Deneklerden kan orneklerin alinmasi

Artroskopi ameliyati gegiren hastalardan toplam 3 tup kan
ornegi alindi. Bunlardan birincisi hasta ameliyata alinmadan once, ikincisi
hastaya turnike uygulandiktan (iskemi olugsumu) sonra ve uglncu kan
ornegi ise turnike ¢ozuldikten hemen sonra (reperflizyon olusumu) alindi.
Bu kan ornekleri alt ekstremitede turnike uygulanan bolgedeki venden 10
ml olacak sekilde steril heparinli enjektorlere alindi. Buzdolabinda

muhafaza edildi ve 2-3 saat icinde deneye alindi.
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3.3. Comet yontemi

3.3.1. Kullanilan kimyasal maddeler

- NaOH (Merck)

- KCI (Merck)

- NaCl (Merck)

- KOH (Merck)

- DMSO (Dimetil stlfoksit) (Merck)

- PBS (Fosfat tampon tabletleri) (Biological Industrial Company)
- LMA (Dusuk kaynama dereceli agar) (Sigma)
- HMA (Yuksek kaynama dereceli agar) (Sigma)
- Trizma Base (Sigma)

- EDTA (Sigma)

- Triton X 100 (Sigma)

- Etidyum Bromide (Sigma)

- Histopaque 1077 (Sigma) (Lymphoprep)

- Albumin Bovin fraction V (Sigma)

- Hepes (Sigma)

- Fetal calf serum (Biological Ind.)

-Endo Ill enzimi ve formamidopirimidin (FPG) enzimi
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3.3.2. Sarf malzemeler

- Dijital terazi

- Sogutmali santrifij

- Elektroforez tanki

- pH metre

- Manyetik karigtirici

- Hot plate

- Mikrodalga firin

- Buzdolabi

- inklibatoér

- Derin dondurucu (-20°C ve -80°C’lik)
- Rodajli lam (Superfrost)

- Lamel (Marienfeld, 24x60)
- Falkon (50 ml’lik)

- Plastik pastor pipeti

- Ependorf (1,5 ml ve 2 ml)
- Mavi pipet ucu

- Sari pipet ucu

- Otomotik mikropipetler

41



- Steril enjektor (2.5 cc ve 10 cc)

- Steril latex eldiven

- Cam sale

- Parafilm

- Floresan mikroskop (Zeiss Axioscope 2)

-Comet Assay Il géruntill analiz sistemi ( Perceptive Instruments, UK)

3.3.3. Kullanilan cozeltiler

3.3.3.1. Stok olarak hazirlanan cozeltiler

- Fosfat Tamponu (PBS; Phosphate Buffered Saline)

- 10 M NaOH Cozeltisi

- 0.2 M EDTA Cozeltisi

- 10 M KOH Cozeltisi

- 100 ug/ml Etidyum Bromur Cozeltisi

- Lysis Cozeltisi

- Endonukleaz Il ve FPG igin Enzim Buffer Cozeltisi (X10)

- Noralizasyon tamponu
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Fosfat tamponunun (PBS) hazirlanmasi:

1 tane PBS tableti 100 ml distie su ile karistiricida ¢ozulir. +4°C’de agzi

kapali olarak birkag gun saklanabilir.

10 M NaOH c¢ozeltisinin hazirlanmasi:

- Distile SU ..o, ym 1000 ml

Cozelti musluk suyu altinda hazirlanir ve +4°C’de buzdolabinda saklanir.

0.2 M EDTA c¢ozeltisinin hazirlanmasi:

-Distile SU ..o ym 1000 ml

Cozelti hazirlandiktan sonra +4°C’de buzdolabinda saklanir.

10 M KOH c¢dzeltisinin hazirlanmasi:

Cozelti musluk suyu altinda hazirlanir ve oda sicakliginda saklanir.
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100 pg/ml Etidyum Bromdur ¢ozeltisinin hazirlanmasi:
- Etidyum Bromur ..........ccccoeviiiiiiiiii, 5mg
- Distile SU ..oovveiiie ym 50 mi

Karsinojen olan bu ¢ozelti 25 ml'lik 2 kisma bolunup falkonlara konulur.
Isiktan etkilendigi i¢in falkonlar aliminyum folyo ile kaplanir. Ve +4°C’de

buzdolabinda saklanir.

Stok Lysis Cozeltisinin hazirlanmasi:

=25 MNaCH . 146.1 g
=100 MM EDTA ... 3729

A0 MM TS o 129

- Distile SU ..o ym 900 ml

Yukarida listelenen kimyasal maddeler tartildiktan sonra bir miktar distile
su ile ¢ozulir. Daha sonra 900 ml'ye distile su ile tamamlanir. Cézeltinin
pH’sinin 10 M olmasi igin, gereken miktarda 10 M NaOH eklenir.

Hazirlanan ¢ozelti oda sicakliginda 2-3 ay saklanabilir.
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Endonukleaz Il ve FPG igin Enzim Tampon Codzeltisinin hazirlanmasi:

~40 MM HEPES ......oooiiee e 95.32 g
0T MKCL e 74.55¢g

-0 5 MMEDTA L 1.86 g
-BSA (0.2 mg/ml) oo 0.2g

- DIStile SU oo ym 1000 ml

Yukarida listelenen kimyasal maddeler bir miktar distile su ile ¢ozuldukten
sonra 1000 ml'ye distile su ile tamamlanir. Cozeltinin pH’si 10 M KOH
ilave edilerek 8’e ayarlanir. 50 ml ya da 100 ml’lik siselere bolunerek -
20°C’de 2-3 ay saklanabilir.

Notralizasyon tamponunun hazirlanmasi:
04 MTRIS oo 48.5¢
= DIStile SU..couviiieee e ym 1000 ml

Cozeltinin pH’1 konsantre HCI ile 7.5‘e ayarlanir ve +4°C’de buzdolabinda

saklanir.

3.3.3.2 Taze olarak hazirlanan cozeltiler

- Yuksek kaynama dereceli agar (%65’lik HMA)

- Dusuk kaynama dereceli agar (%65’lik LMA)
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- Taze lysis gozeltisi
- Enzim ¢ozeltisi (+4°C)
- Elektroforez tamponu

- Etidyum Bromdur ¢ozeltisi

HMA’nin (HMA;High Melting Agarose) hazirlanmasi:

100 ml distile su i¢ine 0.65 g HMA tartilip eklenir. Arada bir ¢alkalanarak
mikrodalga firinda eritilir. Berraklastiktan sonra 6nceden isitilmig sicak

tabla Gzerinde alinir.

%65’lik LMA’nin (LMA; Low Melting Agarose) hazirlanmasi:

Uzun zaman saklanamadigi i¢cin 5-10 ml hazirlanmasi yeterlidir. 0.065 g
LMA 10 ml PBS igine konulur ve mikrodalga firinda calkalanarak berrak
hale gelinceye kadar c¢ozulmesi saglanir. Kullanana kadar o6nceden

Isitiimis sicak tabla Uzerinde bekletilir.

Lysis ¢Ozeltisinin hazirlanmasi:

- Stok lysis tampon ¢ozeltisi ..........oevveeeiieiiieennnnn.. 89 ml
“DMSO .o 10 ml
= THON-X oo 1 ml
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Lysis ¢Ozeltisi lamlarn lysis etmeden hemen o©Once hazirlanir.
Berraklagincaya kadar karigtiricida kangtirihr. Kullanilincaya  kadar

+4°C’de saklanir. Kullanildiktan sonra kalan kisim ise saklanmaz.

Enzim tampon ¢ozeltisinin hazirlanmasi:

Onceden derin dondurucudan cikartilarak ¢dziilmis olan stok enzim
tampon ¢ozeltisi 1/10 oraninda seyreltilir. Sale basina 70 ml seyreltilmis
¢ozelti kullanildigr igin, 40 ml stok enzim tampon ¢oOzeltisi alinip soguk
distile su ile 400 ml'ye tamamlanir. 10 M KOH kullanilarak pH 8’e
ayarlanir. Seyreltiimis enzim tampon c¢ozeltisi taze hazirlanip, hemen

kullaniimaldir.

Elektroforez tamponunun hazirlanmasi ( %3 NAOH + % 0.5 EDTA ):

STOMNAOH L. 37.5 mi
0.2 M EDT A e 6.75 ml
- Distile SU ..o ym 1250 ml

Cozelti hazirlanirken kullanilan distile su soguk olmalidir. Buylk tank igin

1192 ml taze ¢ozelti yeterlidir. pH’1I 13’e ayarlanmalidir.
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Etidyum Bromur ¢ozeltisinin hazirlanmasi:

Lamlar boyanacadi zaman stok ¢ozelti 1/5 oraninda distile su ile seyreltilir

ve taze olarak kullanilir.

3.3.4. Comet yonteminin uygqulanmasi

Calismaya baglamadan birka¢ gun o6nce %65’lik HMA
¢Ozeltisi distile su ile hazirlandi ve lamlar hazirlanan agara batirilarak arka
yuzleri silinip oda sicakliginda kurutuldu. Calismamizda her tip kan 6rnegi
icin 6 lam kullanildi. Bunlardan biri tamponlu (B;buffer), digeri Endo III'lG
(E) ve Uglnculsu ise FPG’li (F) lam 6rnekleri icin kullanildi. Her lamdan 2
adet caligildl. Her hastadan toplam 3 tlup kan alindigi i¢in her bir hastada

kullanilan toplam lam sayisi 18'di.

ilk olarak ependorf tiiplerinin herbirine 1’er ml PBS (+4°C)
konuldu. Bunlarin Gzerine 100’er pl kan ilave edildi ve kapaklari kapatildi.
Yavasca ters duz edildi. Sonra buz icinde 10 dakika bekletildi. Herbirinin
dibine 100’er pl Histopaque ilave edildi. Ancak bu yapilirken kanin
karismasi engellendi ve Histopaquenin dipte kalmasi saglandi. Ependorf

tupleri 1060 rpm ve +4°C’de 3 dakika sogukta santrifij edildi.

Altta kalan pembe kismin Ustindeki tabakada yer alan
lenfositlerden 100’er pl alindi ve tek bir ependorfta toplandi. Daha sonra
tekrar ayri ependorflara 100’er pl olarak paylastirildi. Bundaki amag

lenfositlerin karismasini saglayarak verimliligi arttirmakti. Daha sonra
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herbir ependorfa 100’er pl LMA (sicak tabla Uzerinde bulunan ve 37°C
sicakhgl saglanmis olan) eklendi ve iyice pipetaj yapildi. Daha 6nceden
HMA’lanmis ve kurutulmus olan lamlarin tam ortasina 200 ul olan karigim
eklendi ve lamel 45° aciyla kapatilarak karisimin yayilmasi saglandi.
Lamlar kapal bir kutuya koyularak agar donana kadar buzdolabinda
bekletildi.

Agari katilasan lamlardan lamelleri yavasca cekildi. Lamlar
IStk gormemesi icin dis yuzeyi aliminyum folyoyla kaplanmig salelerin
icine yerlestirildi. Uzerlerine soukta hazirlanmis lysis buffer c¢ozeltisi
eklendi. Lamlar lysis ¢oOzeltisinde bir gece bekletildi. Bu asamada

stoplazmay! patlattigimiz igin artik karanlk ortamda g¢alisacagiz.

Ertesi gun ilk olarak énceden -20°C’deki derin dondurucudan
cikartilarak eritiilmis enzim buffer ¢ozeltisi 1/10 oraninda seyreltildi. 50 ml
olarak daha oOnceden hazirlanan stok ¢ozeltisi soguk distile suyla 500
ml'ye tamamlandi. Ve pH’'si 8e ayarlandi. Buzdolabindan cikartilan
salelere buz akusu Uzerinde hazirlanan enzim buffer ¢ozeltisi ilave edildi.
5 dakika bekledikten sonra ¢ozelti dokulup yeni ¢ozelti ilave edildi. Bu
islem Ug¢ defa tekrarlandi. Ug kere ¢bzeltiden gegirilen lamlarin arka tarafi
kagit havluyla silinerek salelerden ¢ikartildi.

Daha oOnceden ependorflara bodlinerek hazirlanan ve -
80°C’ye koyulan Endo Il ve FPG enzimleri derin dondurucudan gikartildi.

Bunlarin herbirinde 10 pl enzim vardi. Ve herbirine 300 ul'ye seyreltmek
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igin 290 pl seyreltiimis enzim buffer ¢dzeltisi ilave edildi. lyice karistiridi.
Lamlardan Uzerinde B yazanlara seyreltiimis enzim buffer ¢ézeltisinden 50
pl, Uzerinde E yazanlara 300 pl'ye seyrelttigimiz Endo Ill enziminden 50 pl
ve son olarak Uzerinde F yazanlara 300 pl'ye seyrelttigimiz FPG
enziminden 50 pl ilave edilip Uzerleri lamelle kapatildi. Toplamda 18 adet
olan lamlar B, E, F olarak gruplara ayrildi. Bunlar sungeri islatilarak nemli
ortam saglanmis olan kutulara koyulup kapaklari kapatildi. Ve 37°C’de
inkiibatore konuldu. B ve E gruplari igin 45 dakika, F grubu iginde 30
dakika inkuibatorde bekletildi.

inkiibatérde bekleme esnasinda elektroforez tamponu
hazirlandi. Lamlar etivden giktiktan sonra lamelleri yavasga cekildi ve bir
sure buzdolabinda bekletildi. Burada amac¢ reaksiyonun durmasini
saglamakti. Daha sonra 1192 ml soguk elektroforez tamponu ile
hazirlanan elektroforez tankinin altina buz kalibi yerlestirilerek soguk
ortam saglandi. Elektroforez tanki 25 V, 300 mA olacak sekilde 20
dakikaya ayarlandi. Voltaj 25 voltta sabitken amper 300 mA’'den yuksek
olunca ¢ozelti miktar azaltildi, disukse ¢ozelti eklendi. Elektroforez tanki
IStk gecirmemesi igin aluminyum folyo ile kaplandi. Lamlar tank igine
yerlestirildi. Calistinimadan 20 dakika bekletildi. Daha sonra 20 dakika

elektroforez uygulandi.

Elektroforezden c¢ikartilan lamlar aluminyum folyoyla
kaplanarak igiktan korunan salelere alindi. pH’1 7.5 olan nétralizasyon
tamponu icinde 3’er kez 5’er dakika buz akusu Uzerinde bekletilerek
notralize edildi. Noétralizasyon iglemi bittikten sonra 1/5 oraninda
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seyreltiimis etidyum bromuarden herbir lama 65’er ul ilave edildilerek lamlar
boyandi. Ve uzerlerine lamel kapatilarak kapali kutuda buzdolabinda 10
dakika bekletildi.

Hazirlanan lamlar florasan atagmanli mikroskopla 40X
blylutmede incelendi. Her birey igin 50 lenfosit sayilip kaydedildi. Comet
testinde lenfositlerdeki hasar bilgisayarda ‘Comet Goruntili Analiz
Programr’ ile olguldu. Kuyruk yogunlugu (Tail Intensty = TI) lenfosit DNA

hasarinin gostergesi olarak incelendi.
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3.4. istatistiksel Yéntemler
Calismada kullanilan istatistiksel yontemler:
-Tek Yonlu Varyans Analizi (ANOVA)

Uc ya da daha fazla eslestiriimemis grubun karsilastirimasi Anova analizi
ile yapilabilmektedir. Her gruba ait veriler alt alta girilir ve karsilarina hangi
gruba dahil oldugunu gosteren bir degisken agilarak grup isimleri yazilir.
Ve normallik grafigi incelenir. Tek Yonli varyans analizi testi yapilip
ortalamalar hakkinda bilgi verilir. Ortalamalarin grafigi gizilir ve varyanslarin

150

esit olup olmadigi incelenir™". Calismamizda sigaranin oksidatif hasar

uzerine olan etkisini Anova analizi ile belirledik.
-Spearman Korelasyon Testi

Ana degiskenler arasinda bir iligkiden, yani neden ile ona bagl c¢ikan
sonug¢ arasinda iligki varligindan séz edilebilmesi i¢in herseyden 6nce ki-
kare degerinin hesaplanmasi ve anlamliik gostermesi (p<0.05)
gerekmektedir. Daha sonra bu iliskinin derecesi korelasyon katsayisi
olarak belirlenir. Ana degdiskenlerin adsal, sirali, aralikli olmasina goére farkl
yontemlerle korelasyon katsayisi hesaplan|r151. Calismamizda bireylerin
yasi ve DNA hasari arasindaki iligkiyi spearman korelasyon testi ile
belirledik.

-Unpaired Test

Gruplar arasi karsilastirmalar bu yéntem kullanilarak yapilabilmektedir.
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Anlamlilik seviyesi i¢in p<0.05 olarak kabul edilir'><. Calismamizda cinsiyet

ile DNA hasari arasindaki iligkiyi belirlemek igin bu testi kullandik.
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4. BULGULAR

4.1. Demografik Bulgular

Calismamiza Gaazi

Universitesi

Tip Fakultesi

Ortapedi

Anabilim Dali’'nda turnike kullanilarak alt ekstremite ameliyati olan hastalar

dahil edildi. Kontrol grubu olarak hastalarin ameliyata girmeden onceki

kanlari deg@erlendirildi. Hastalarin ve ameliyati gergeklegtiren doktorun

doldurduklari anket formlarina dayanarak Tablo 4.1 ve Tablo 4.2

olusturuldu. Tablo 4.1’de hastalarin yas ortalamalari, cinsiyetleri, BMI

degerleri, sigara icip icmedikleri, eder igiyorlarsa ne kadar zamandir ve

gunde kac¢ adet igtikleri son olarak yapilan ameliyatta uygulanan turnike

basinci ve turnike suresinin ortalamalari belirlendi.

hastalarin tum bulgularinin dokimu belgelendi.

Tablo 4.1 Calisma grubunun demografik 6zellikleri

Turnikenin Basinci(mm/Hg)

Yas (Ort+SD) 41.48+13.83
Cinsiyet

Kadin (n) 14

Erkek (n) 19

BMI (kg/cm2) 27.4615.59
Sigara Aliskanhgi

Sigara icmeyen bireyler® 21

Sigara igen bireyler 12
Sigara miktari (adet/gln) 17+8,83
Sigara icme suresi (yil) 15.08+10.34
Turnike uygulama suresi (dak) 71.36+28.07

366.67+23.94

*Sigara icmeyenlere son 3 ayda sigara icmeyen bireyler dahildi

Tablo 4.2’de ise
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Tablo 4.2 Calisma grubunun dokimu

No Ad Yas Cinsiyet BMI Sigara Igilen Sigara Ne
Soyad (K/E) (kg/cm2) aliskanhgi sigara icme kadar
(-1+) miktari siiresi siire
(adet/giin) (yn) once
biraktigi
1 ZA 47 K 32.03 + 2-3 5
2 YA 45 E 35.49 - 20 1 27 yil
3| CTO | 21 E 23.62 - ] -
4 SK 50 K 31.21 - - -
5 SD 28 E 21.61 + 2 4
6 PB 70 K 34.89 - - -
7 SU 53 E 35.91 20 20
8 OB 23 E 24.16 12 6
9 Di 25 K 2258 - - -
10 HG 36 E 24.96 + 15 8
1 uc 42 E 26.29 - 20 15 19 ay
12 NA 45 K 26.56 - - -
13 TA 50 E 20.2 + 12 30
14 SK 50 K 33.2 - - -
15 MG 35 E 24.48 - - -
16 HT 54 E 21.45 + 20 30
17 VB 59 K 32.46 - - -
18 NK 55 K 26.17 - - -
19 HY 52 E 22.79 + 20 20
20 GS 26 E 30.61 - 20 10 8 ay
21 SY 53 K 35.15 - - -
22 VY 24 E 23.45 - - -
23 MK 27 E 20.3 + 20 8
24 ZK 43 K 26.81 - - -
25 SG 29 K 25.84 + 30 10
26 ES 29 E 26.7 - - -
27| AG 22 E 23.45 - - -
28| AOC | 52 E 21.6 + 30 30
29 BA 19 K 21.63 - - -
30 FA 59 K 31.25 - -
31 TY 50 K 33.98 - - -
32 HC 38 E 23.45 + 20 10
33| CE 58 E 41.8 - 12 20 10 yil

*E; erkek, K; kadin, (+); sigara igiyor, (-) sigara igmiyor
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4.2. Comet yonteminin sonuglari

4.2.1 Kuyruktaki % DNA hasari sonuclari

Ameliyat 6ncesi (T1), iskemi sonrasi (T2) ve reperfizyon sonrasi (T3) Ug

farkli zaman diliminde alinan kan orneklerinde DNA hasarinin tayini igin

uygulanan Comet Testinin sonugclari asagidaki Tablo 4.3'te sunulmustur.

Bu kan o&rneklerinin herbirinde bazal DNA hasarina (B), primidin baz

hasarina (E) ve purin baz hasarina (F) kendi iclerinde bakiimis ancak

istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05).

Tablo 4.3 Bireylerin 3 farkli zaman dilimindeki % Kuyruk DNA hasari

Comet Yonteminin

Kuyruktaki % DNA (Ortalama £SD)

Uygulandigi Zaman Dilimleri Bazal DNA Pirimidin Piirin Baz Y
Hasar Baz Hasarn Hasan
(B) (E) (F)
Operasyon 6ncesi (T1) 7.71+£2.042 8.66+2.575 | 8.41+£2.948
iskemi sonrasi (T2) 8.11+£2.131 8.5+£1.99 9.06+2.61 p>0.05
Reperfiizyon sonrasi (T3) 8.27+1.57 8.98+2.19 9.29+3.54

*Kuyruktaki % DNA; TI kuyruk yogunlugu (Tail intensity) * SD, B; sadece Buffer ilave edilerek bulunan

sonuglar, E; Endo lll ilave edilerek bulunan sonuglar, F; FPG ilave edilerek bulunan sonuglar.

*ANOVA testi uygulanmigtir.
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Kuyruktaki %
10+ DNA Hasarn (TI)

S SN SASSSK

Ameliyat Oncesi (T1)  iskemi Sonrasi (T2) Reperfiizyon Sonrasi (T3)

. Bazal DNA Hasari (B)
Pirimidin Baz Hasari (E)

[ Pirin Baz Hasari (F)

Grafik 4.1 Bireylerin 3 farkh zaman dilimindeki % Kuyruk DNA hasari

T1, T2 ve T3 zamanlarinda bazal DNA hasar (B), pirimidin
baz hasarn (E) ve purin baz hasari (F)'nin histogrami Grafik 4.1'de
gosterilmistir. T2 ve T3 zamanlarinda ¢ok anlamli olmasada E’de olusan

DNA hasarindaki artis F’'de daha da fazlalasmistir.
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4.2.2 Sigara aliskanliginin oksidatif hasar Uzerine etkisinin sonuclari

Tablo 4.4 Sigara aliskanhiginin oksidatif hasar Gzerine etkisi

Kuyruktaki % DNA (Ortalama *SD)

Comet Yonteminin

Sigara Igenler

Uygulandigi Zaman Bazal DNA Pirimidin Piirin Baz p
Dilimleri Hasari Baz Hasari Hasari
(B) (E) (F)

Operasyon oncesi (T1)

Sigara Igmeyenler 7.286+1.887 | 8.380+1.654 | 8.157+2.205

Sigara Igenler 8.508+2.175 | 9.15843.727 | 8.86014.013
Iskemi sonrasi (T2)

Sigara Ilgmeyenler 8.496+1.578 | 8.580+1.785 | 8.68411.421

Sigara Igenler 7.433+2.809 | 8.36412.386 | 9.732+3.921

p>0.05

Reperfiizyon sonrasi (T3) | 8.241+1.654 9.22+1.623 9.302+2.251

Sigara Igmeyenler 8.323+1.478 | 8.558+2.987 | 9.26815.220

*ANOVA testi uygulanmigtir.

T1, T2 ve T3 zamanlarinda alinan 6rnekler sigara igenler ve

icmeyenler arasinda ve Buffer, Endo Il ve FPG uygulanmig halleriyle

karsilastinldiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05)
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Sigara igme Aliskanligina Gore Kuyruktaki DNA Hasarlari

10.000

9.000
8.000
7.000
6.000
5.000
4.000
3.000

Kuyruktaki % DNA Hasari

2.000
1.000

Ameliyat Oncesi (T1) iskemi sonrasi (T2) Reperfiizyon Sonrasi (T3)

= Sigara Igmeyen

m Sigara igen

Grafik 4.2 Sigara igme aliskanlhigina gore kuyruktaki DNA hasarlari

T1, T2 ve T3 zamanlarinda alinan ornekler sigara i¢enler ve
icmeyenler arasinda ve Buffer, Endo Il ve FPG uygulanmis halleriyle

karsilastirildiginda olusturulan histogram Grafik 4.2’de gdsterilmistir.

Bireylerin yas! ile DNA hasarinda arasinda bir korelasyon
bulunmadi (r* = 0.05411, r = -2326, P=0.2001, Spearman Korelasyon
Testi). Cinsiyet ile DNA hasari arasinda da korelasyon bulunmadigindan
cinsiyetin bazal DNA hasarina etkisinin olmadigi sonucuna vardik.
(Unpaired Test, p> 0.05)
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5. TARTISMA

Serbest radikallerin biyolojik materyallerdeki varligi yaklasik
50 yildir bilinmektedir'®. 1956 yilinda serbest radikallerin buyuk capl
hicresel hasar, mutajenezis, kanser ve biyolojik yaslanmanin dejeneratif
slrecinden sorumlu olabilecegi ileri sirllmustir'™. Cok sayida
arastirmaci gunumuzde serbest radikallerin DNA, proteinler, lipitler ve
hidcrenin diger bilesenleri Uzerinde sebep oldugu oksidatif hasari
arastirmaktadir. Yaslanmis beyinde siklikla gorilen oksidatif hasar
Alzeimer hastaligina, akcigerde olusan oksidatif hasar kronik akciger
hastallglna155, bobrekte olusan oksidatif hasar ise bdbrek hastaliginin

ilerlemesine sebep olmaktadir'®®.

Organizmada ROT ortaya ¢iktiktan sonra radikal reaksiyon
dizileri baslar. Eger bir serbest radikal, radikal olmayan bir molekille
reaksiyona girerse, binlerce reaksiyondan olugsan reaksiyon zincirlerini
baglatir. ROT paylasiimamis elektronlarindan dolay! lipid, protein,
karbonhidrat, nukleik asit gibi ¢esitli makromolekullerin oksidatif hasarina

neden olurlar®.

0O, ,0H ve NO ve H;O, gibi ROT’lar aerobik metabolizma
sirasinda fizyolojik sartlar altinda olusur. Oksijen radikallerinin Uretimi
artmigsa veya hucresel antioksidan savunma sisteminde problem varsa
proteinler, lipidler ve nikleik asidler ile tepkiye girerek hlcrede fonksiyon

bozukluguna sebep olurlar®®7>.
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ROT’ne karsi olusan belirgin cevaplar makrofajlar vasitasiyla
olusmaktadir. Makrofajlar asil koruyucu rolli harekete gecirirken serbest
radikaller kacinilmaz sekilde yan etkileriyle zarar verirler. Kanser
vakalarinda ise oksidatif hasarla iligkinin olduguna dair kanitlar mevcuttur.
Nedeni, 8-oksiguanin (8-oxo Gua) gibi potansiyel mutajenik bir baz
olabilir'™’. Kanserin bircok turtinde kritik genlerde somatik mutasyon yapan
bir neden oldugu kanitlanmistir. Kanserin bir 6nceki enflamasyon,
enfeksiyon veya hasarin yerinde meydana geldigine dair epidemiyolojik
kanitlar vardir. Bu nedenle oksidatif stres kronik dejenere durumlarda

sebep olarak goriilebilir8,

Oksidatif hasarin ardindan organlarimizin kotuye gitmesi
kacginilmaz ve carpici bir hipotezdir. Hasar sonucu olasi kanser riski ve
DNA’da olusan hasar sasirtici bir durum degildir. Eger bu oksidatif DNA
hasari DNA onarim mekanizmalariyla onarilmaz ise mutasyonlar, hicre
transformasyonlari ve kanser baglar. ROT'nin olusturdugu DNA baz
hasarini olusturan major onarim yolunun, baz ¢ikarma onarim yolu oldugu
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dusundlmektedir . Collins ve arkadaslari, Kadioglu ve arkadaslarinin

yaptigi cesitli ¢galismalarda Alzeimerl ve diyabetik hastalarda DNA baz

hasarinin  yikseldigi  gdzlemlenmigtir*®*1%°,

Ayrica yapilan birkag
calismada DNA’daki 8-oxo Gua seviyesi kanserli hastalar ve saglikli
bireyler arasinda karsilastiriimistir. Clnkld baz oksidasyonunun normal

seviyesini bilmek ¢ok 6nemlidir'®"1%2,

Ortaya c¢ikan kanitlar tamor
hlcrelerinin yayllmasinda ve malign 6zellik kazanmasinda ROT’nin édnemli
roli oldugunu gostermektedir. Serbest radikaller kanser gelisiminde 3

basamakta (baglatma, gelisme, ilerleme) stimulasyon yaparlar. Bu nedenle
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endojen ve ekzojen ROT’nin nedenlerinin azaltilmasi karsinojnezisten

korunmada énemli bir yoldur'®.

Turnike uygulamasi sonucu gesitli biyokimyasal degisiklikler
ve hasar meydana gelmektedir. Turnike uygulanmasina bagh olan
ndéromuskuler hasar basing ve doku deformasyonuyla ilgili oldugu kadar
iskemi ve iskemi sonrasi reperflizyon hasariyla da yakindan iliskilidir'®*.
Uygulanan turnike, mangonun altindaki ve distalindeki dokularin kan
akimini engeller. Az miktarda kan akimi olsa da bu kaslardaki aerobik
metabolizmanin devamini saglayamaz. 30 dakikadan 4 saate kadar
uzayan iskelet kas iskemisini takiben reperflizyon sonucu yaygin doku
odemi gelisir'®. Olusan bu 6dem reperfiizyonla geri sadlansa da hiicre

beslenmesini daha da bozar'®.

Iskelet kasinda meydana gelen I-R
hasarinda esas olarak ksantin oksidaz ve NADPH enzimlerinin etkileri
sonucu acgiga cikan, sitotoksik potansiyele sahip ROT’lar sorumlu

1% Iskemi olusunca mitokondriyal oksijen diizeyleri ve

tutulmaktadir
aerobik metabolizma azalir. Hucre fonksiyonlarini devam ettirebilmek igin
ATP gibi bilegikleri yikar ve bunun sonucunda hipoksantin birikimine
neden olur. Reperfizyon olmadidi surece biriken hipoksantin ksantine
donugturulemez. Ayrica iskemi suresince mikrovaskuler endotelyumda
bulunan ksantin dehidrojenaz enzimi ksantin oksidaz enzimine
donustirilir'®. Reperflizyonla reoksijenasyonun saglanmasiyla iskemi
sirasinda olusan ksantin oksidaz enzimi biriken hipoksantini ksantine
donustirirken cok sayida ROT’nin ortaya gikmasina neden olur®”'®8. HO",
ROO’, H;0, ve 20, gibi ROT’lar I-R patojenitesinde rol oynuyor gibi

goriinmektedir’™.
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Serbest radikaller sitotoksik etkilerini membranda veya
plazma lipoproteinlerinde mitokondriyal enzimlerin direk inhibisyonu,
membran sodyum kanallarinin inaktivasyonu ve diger proteinlerin degisimi
gibi bazi metabolik disfonksiyonlarla saglarlar’>’®. DNA ise, ROT hiicumu
igin potansiyel bir hedeftir. insanlarda DNA hasarinin en énemli nedeninin
oksidasyon oldugu gosterilmistir'®®. ROT’lar modifiye bazlarin olusumu,
kromozomal hasar, memeli hucrelerinde mutasyon gibi DNA’'da birgok
hasara sebep olurlar'®'"". iskemik hasarda bazi deneysel modeller DNA
hasarinda oksijen radikalleriyle ilgili reperfiuzyonun etkisini gostermistir ve
bu c¢alismalarda hayvanlarda |-R’'nin DNA hasarina neden oldugu

kanitlanmigtir' 174,

Ortopedi operasyonlarinda I-R uygulanmasi oksidatif hasara
sebep olabilmektedir. Calismamizda bunun arastirmasini Comet yontemini
kullanarak yaptik. Comet yontemi DNA bag kiriklarini, apurinik/apirimidinik
bolgeleri (AP bolgeleri) Olger. Spesifiklik icin bu yontemin kendine 6zgu
bakteriyel onarim endonukleazlari vardir. Bu enzimlerden biri endonuklez
[l (Endo llI)tar. Bu enzim glikozilaz gibi davranir ve DNA’da okside
pirimidinlerin degisikligini belirler. Onlari kesip ayri bir AP bolgesi birakir ve
AP-endonukleaz aktivitesiyle iligkili DNA’da bir kirik yaratir. Boylece
DNA’da olusan hasar tespit edilir'”. ikinci bir enzim ise FPG’dir. Bu enzim

ise pirimidinlerde olugsan hasari tespit etmekte kullanilir.

Oksidatif DNA Hasarinda Avrupa Standartlari Komitesi
(ESCODD; European Standards Committee on Oxidative DNA Damage),
Comet yonteminde oksidatif DNA hasarini belirlerken hassasiyeti arttirmak

62



icin Endo Ill ve FPG enzimlerinin kullanildigini agiklamigtir. Yapilan
calismalarda bu enzimlerin aktivitelerine bakilmis ve her iki enziminde
oksidatif DNA hasarini ve alkilasyon hasarini tanidigina ve comet

calismalarinda DNA kiriklarini belirleyecegi kararina varilmistir'®.

Sunulan c¢alismada, turnike uygulanan hastalarda DNA
hasari operasyon 6ncesi, iskemi sonrasi ve reperflizyon sonrasi alinan
kan orneklerinde tayin edilmigtir. Bireylerin 3 farkh zaman dilimindeki %
tail intensity degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamhlik bulamadik.
Ancak iskemi sonrasi ve reperflizyon sonrasi zamanlarinda ¢ok anlamli
olmasa da Endo lII'te olusan DNA hasarindaki artis FPG'de daha da

fazlalagmistir.

Ayrica ¢aligsmamizda sigara igen ve igmeyen hastalar da alt
gruplara ayirarak sigaranin DNA hasarina olan etkisini inceledik. Sigara
aliskanh@inin  oksidatif hasar Uzerine olan etkisinde operasyon
oncesindeki orneklerde bir artig tespit etmemize ragmen, iskemi sonrasi
ve reperflizyon sonrasi de@erlerle karsilastirdigimizda istatistiksel olarak

anlamli bir sonug¢ bulamadik.

Speit ve arkadaslari 2003 yilinda 20 sigara kullanan ve 20
sigara kullanmayan saglikli erkedin kan &rnekleriyle, Comet ydntemini
kullanarak sigaranin etkisini arastirmiglardir. DNA hasar tespiti igin
Benzo[alpyrene diolepoxide (BPDE)|I taze alinmig kan ornekleriyle

muamele etmiglerdir. Butin deneylerde dogru sonucu alabilmek igin
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referans standart olarak V79 hucrelerini kullanmiglardir. Calisma 4 ay
surmustir. Calisma sonucunda sigara i¢gen ve igmeyen grup arasinda
belirgin bir farklihk tespit edememislerdir. Bu verilerine gére, daha dogru
kararlar verebilmeleri icin daha fazla veriye ihtiyacglari oldugu sonucuna

varmiglardir’’’.

Hoffmann ve arkadaslari Comet ve SCGE ydntemleri
kullanilarak sigaranin genotoksik etkilerini belirlemek igin meta-analiz
calismasi yapmiglardir. Bu meta-analiz ¢alismasinda 37 yayindan 38
calismayi incelemiglerdir. Degerlendirme sonucunda, sigara igenlerde
sigara igmeyenlere oranla DNA hasarinin yuksek oldugunu gostermislerdir
(SMD; standardized mean difference, standart ortalama farklihk = 0.55, %
95 )178_

Dincer ve arkadag.larl179 yaptiklar bir galismada erkeklerde
sigara kullaniminin guglu bir endojen antioksidan olan indirgenmis
glutatyon (GSH) diuzeyi ve DNA hasar uUzerine etkisinin incelenmesini
amaclamistir. Ginde 20 adet sigara igen 27 ve sigara aliskanhdi olmayan
23 saglikli erkedi olgu calisma kapsamina almiglardir. Olgulardan
heparinli vendz kan ornekleri alinarak, tam kanda GSH duzeyi ve I0kosit
DNA'sinda DNA hasarinin gostergesi olarak DNA zincir kiriklari sikhgini
g6zlemislerdir. GSH duzeyi spektrofotometrik yontemle, DNA zincir
kiriklari sikhgr Comet yontemi ile dlgmustir. Sigara kullanan erkeklerde
sigara kullanmayan erkeklere gére GSH duzeyinin anlamh olarak dusuk (
p<0.001 ), DNA zincir kiriklari sikhginin ise anlaml olarak yuksek (
p<0.001 ) oldugu belirlemistir. DNA zincir kiriklar sikhigi ile GSH arasinda
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negatif bir korelasyon bulmuslardir (r: - 0.62, p<0.01) ve sonugta sigara
kullanan erkek olgularda GSH dizeyinin azalmasi nedeniyle DNA
hasarinin artugini géstermislerdir. Sunulan calismada sigaranin oksidatif
hasar Uzerine olan etkisini arastirdik. Ancak buldugumuz sonuglarda

istatistiksel olarak bir anlamlilik tespit edemedik.

lyonizan radyasyona maruziyetin genotoksik hasari arttirdigi
bilinmektedir'®. Bu nedenle calismamiza artroskopi operasyonu
uygulanacak hastalari dahil ettik. Bu hastalara ginimuzde yaygin olarak
kullanilan manyetik rezonans goéruntileme (MRG) uygulanmaktadir.
MRG’de kontrast madde ve iyonizan radyasyon kullanildigi igin ¢ocuk ve

gebelerde dahi giivenli uygulanabilen alternatif bir yontemdir'®’.

I-R hasarinda oksidatif hasarin bakildigi ¢alismalar azdir.
Genellikle antioksidan kapasite, biyokimyasal parametreler gibi degerler
Olcilmustir. Bu c¢alismalarda Purivat, laktat, hipoksantin degerleri
dlclilmiis ve bunlar iizerine degerlendirmeler yapilmistir'®. Ostman ve
arkadaglan |-R uygulanan artroskopi operasyonuna maruz kalmis 8
hastadan ameliyat Oncesi femor kasina yerlestirdikleri bir diyaliz
sondasiyla Ornek toplayarak cesitli biyokimyasal parametreleri
olgmuslerdir. Turnike uygulanmasindan sonra 2 saat boyunca 10 dakikalik
araliklarla ornek toplamislardir.  Yaptiklari calismanin neticesinde I-R
gerektiren ortopedi operasyonlari suresince metabolik olaylari kontrol

etmek icin uygun ve giivenilir ydntemler tespit etmislerdir''?,
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Westman ve arkadaslari yaptiklari bir ¢alismada ise alt
ekstremite operasyonu uygulanan 15 hastadan operasyon oncesi,
operasyon esnasinda iskeminin maksimum oldugu zamanda ve
reperflizyondan 24 saat sonra kas biyopsileri alinmiglardir. Orneklerden
glutatyon, aminoasit gibi parametreleri analiz etmiglerdir. Calismanin
sonucunda ortopedi operasyonlarinda i-R boyunca kas dokusunda olusan
biyokimyasal parametrelerde olusan degisiklikler operasyon travmasi
olarak adlandinimistir. Ayrica bu c¢alismada turnikenin ¢ozilmesinden
sonra ROT uretiminde bir artis olmus ancak reperflizyonun 24. saatinde

bu degerler kendini tolere edebilmigtir'™°.

Yapilan c¢alismalarin  godunlugunda genel anestezinin
etkilerini ortadan kaldirmak icin epidural ya da lokal anestezi
uygulanmigtir.  Clnkd anesteziklerin  potansiyel mutajenik veya
karsinojenik etkileri vardir. Bununla ilgili yapilan caligmalarda genel
anestezinin DNA hasarina neden oldugu kanitlanmistir. Alleva ve
arkadaslari’®  genel anestezi uygulanarak yapilan  ortopedi
operasyonlarindan sonra DNA hasarini incelemiglerdir. Anesteziden 15
dakika sonra izole edilen lenfositlerde DNA kirigi haricinde okside purin ve
pirimidin bazlarinda da onemli bir artis gozlenmistir (26+8; 44+14 arbitrary
unit, p<0.05) ve operasyondan 24 saat sonra okside olan bazlarin gogu

onarilimigtir.

I-R uygulanan operasyonlar ile ilgili yapilan diger ¢caligmalar
ise lokositlerde DNA hasari Uzerine olmustur. Willy ve arkadaslarinin®
2000 yihnda comet yontemini kullanarak yaptiklari calismada; I6kositlerde
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oksidatif stres sonucunda I-R’ nin genotoksik etkilere neden oldugu
gosterilmistir. [-R'nin etkileri ¢cogunlukla turnike ¢ozlldikten 5-30 dakika
sonra ortaya c¢ikmistir ve 2 saatlik periyottan sonra eski haline geri
dondugunu gostermislerdir (p< 0.05). Ancak biz ¢alismamizda 3 farkh
zaman dilimindeki (operasyon oOncesi, iskemi sonrasi ve reperfuzyon
sonrasl) alinan kanlardan izole edilen lenfositlerde % tail intensity

degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamlilik bulamadik.

Chandrasekhar ve arkadaslari’® yasin, cinsiyetin, alkol
tUketiminin comet testi ile gosterilen DNA hasari ile anlamli korelasyon
gostermedigini ancak MN sikhgl ile anlamli korelasyon gosterdigini
belirtmislerdir. Ancak yaslanmayla ilgili olarak one surllen teorilerden biri
olan serbest radikal teorisinde canlinin yagsam boyunca etkilendigi
ROT’larin oksidatif hasara neden olabilecedi 6ne surilmektedir. Kimulatif
ve potansiyel olarak artan miktardaki hasar yaslanmadaki fonksiyonel ve

patolojik bozukluklara yol agmaktadir'®

. Calisma grubumuzda yasin DNA
hasari ile olan bu iligkisinden dolay! korelasyon olup olmadigini analiz
ettik ancak anlamli bir farkhlik bulamadik, bunun sebebinin hasta

grubumuzda ¢ok yagl bireylerin bulunmadigina bagladik.
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6. SONUG

Sunulan c¢alismada turnike uygulanarak alt ekstremite
operasyonu gegiren hastalarda [-R sonucunda olugan DNA hasarini
operasyon oncesi, iskemi sonrasi ve reperflzyon sonrasi alinan kanlardan
izole edilen lenfositlerde Olgtik. Olusan kuyruk yogunlugu degerini baz
alarak sonugclari karsilastirdik. Bireylerin 3 farkli zaman dilimindeki %
kuyruk DNA hasari arasinda istatistiksel olarak anlamlilik bulamadik.
Ancak iskemi sonrasi ve reperfizyon sonrasi zamanlarinda ¢ok anlamli
olmasa da Endo llI'te olusan DNA hasarindaki artis FPG’de daha da

fazlalasmistir.

Sigara i¢cenlerde ve igmeyenlerde; operasyon oncesi, iskemi
sonras! ve reperfuzyon sonrasi alinan kanlarla DNA hasarlarini ayri ayri
Annova testini kullanarak Olgtik. Sigara aligkanliginin oksidatif hasar
Uzerine olan etkisinde, elde ettigimiz tim sonuglarn karsilastirdigimizda

istatistiksel olarak anlamli bir sonug bulamadik.

Calismamiza katilan 14 kadin ve 19 erkek arasinda bir
korelasyon testi uyguladik ancak cinsiyetin bazal DNA hasarina etkisinin

olmadigdi1 sonucuna vardik.

Calisma grubumuzda yasin DNA hasari ile olan bu
iligkisinden dolay! korelasyon olup-olmadigini analiz ettik ancak anlamli bir
farkhlik bulamadik, bunun sebebinin  hasta grubumuzda c¢ok vyasli

bireylerin bulunmadigina bagladik.
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Sonug olarak; yaptigimiz bu ¢alismada turnike uygulanarak
alt ekstremite operasyonu geciren hastalarda iskemi-reperflizyonun neden

olabilecegi dusunulen bekledigimiz oksidatif hasari tespit edemedik.

Simdiye kadar turnike uygulanan operasyonlarda |-R hasar
mekanizmasinin ortaya cikartiimasi igin yapilan calismalarda oksidatif
stres Urlnleri, antioksidan seviye ve biyokimyasal parametreler
Olculmastir. Bundan sonra vyapilacak c¢aligmalarda turnike uygulama
zamanlar farkh olan gruplar karsilastirilarak turnike suresinin oksidatif
hasar Uzerine olan etkisi tespit edilebilir. Ayrica biyokimyasal parametre
olarak farkli dlglimler yapilabilir. Ornegin siiperoksit anyonunun etkilerini
ortadan kaldiran SOD aktivitesi olgulebilir. Tum yapilan ilave deneyler
turnikenin  neden oldugu ddsunulen I-R’'nin  mekanizmasini ortaya
cikartilmasini ve koruyucu Onlemler alinarak mevcut komplikasyonlar

minimize edilebilir.
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7. OZET

Alt Ekstremitede Turnike Uygulanan Ortopedi Hastalarinda iskemi-
Reperfiizyon Hasari Sonucu Olusan Oksidatif DNA Hasarinin

Arastirilmasi

Serbest oksijen radikallerinin ve lipid peroksidasyonun birgok
hastaligin patojenezinde rol oynamaktadir. Serbest radikalleri de igeren
endojen ya da ekzojen kaynakli Reaktif Oksijen Turleri (ROT) oksidatif
DNA hasarina neden olmaktadir. Turnike uygulanarak yapilan ortopedi
ameliyatlarinda turnikenin ¢6zlilmesiyle fazla miktarda ROT lerinin

olusumu so6z konusudur.

Calismamiza alt ekstremitede turnike uygulanan ortopedi
hastalarindan yas ortalamasi 41.48+13.83 olan Gazi Universitesi Tip
Fakiltesi Ortopedi ve Travmatoloji Anabilim Dalinda meniskopati tanisi
konulmusg ve artroskopi ameliyati geciren 33 hasta (14 kadin, 19 erkek )
dahil edildi.

Tum hastalarin operasyon 6éncesi, iskemi sonrasi (turnike
uygulamasindan sonra) ve reperfizyon sonrasi (turnikenin ¢oézilmesinden
sonra) kanlari alindi. iskemi sonrasi ve reperflizyon sonrasi alinan
kanlardan elde edilen periferal kan lenfositlerinde, comet goruntilt analiz
teknigi kullanilarak belirlenen kuyruk yogunlugu (Tail Intensity=TI)
operasyon Oncesi belirlenen kuyruk yogunlugu ile (tampon, Endo Il ve

FPG kullanilarak) kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark

70



gozlenmedi (7.71£2.042; 8.11+2.131 ve 8.27+1.57 bazal DNA, p>0.05).
Endo Ill ve FPG enzimleri kullanilarak yapilan analizlerde de benzer
sekilde anlamh bir fark gézlenmedi (pirimidin hasari igin 8.66+2.575;
8.5+1.99 ve 8.98+2.19, purin hasari igin 8.41+2.948; 9.06+2.61 ve 9.29+3.
p>0.05). Ayrica sigara aliskanliginin oksidatif hasar tUzerine olan etkisi de
gbzonune alinarak sigara icmeyen ve igenler arasinda yine operasyon
Ooncesi, iskemi sonrasi ve reperflzyon sonrasinda ayri ayri
kargilagtinildiginda istatistiksel olarak bir anlamliik bulunmamistir
(p>0.05).

Hastalarin yas ve cinsiyeti ile DNA hasari  arasinda
korelasyon olup-olmadigi analiz edildiginde yas ve cinsiyetin bazal DNA
hasarina etkisinin olup olmadigi gozlenmistir. (r> = 0.054, r = -232, P=0.20.

Spearman Korelasyon Testi)

Bu calismadan elde edilen sonuglar, turnike uygulanarak alt
ekstremite operasyonu gegiren hastalarda olugan iskemi-reperfiuzyonun
oksidatif DNA hasarina neden olmadigi gdsterilmistir. Iskemi-
reperflizyonun neden oldugu DNA hasarinin mekanizmasinin agikliga
kavusturulabilmesi  igcin daha kapsamh c¢alismalarin  yapilmasi
gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler : Comet testi . Turnike . Iiskemi-

Reperflizyon
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8. SUMMARY

Investigation of oxidative DNA damage from tourniquet-induced

ischemia-reperfusion injury in orthopedic patients.

Free oxygen radicals and lipid peroxidation play an important
role in a number of biological processes. Reactive oxygen species (ROS)
produced either endogenously or exogenously cause oxidative DNA
damage. Oxidative DNA damage in cells was caused by endogenously

and exogenously reactive oxygen species (ROS), involving free radicals.

Thirty-three orthopedic patients (age; 41.48+13.83) who
applied to Gazi University Faculty of Medicine, Orthopedic and

Traumatology Department for meniscopathy surgery were included.

Peripheral blood lymphocytes were collected in heparinized
glass tubes at the following stages of the intervention: the reference level
was obtained immediately before operation. The second sample was
taken after tourniquet (ischemia) and third sample was taken after the
release of tourniquet (reperfusion). Oxidative DNA damage in peripheral
lymphocytes was evaluated by comet assay using spesific enzymes (Endo
[l and FPG). We could not find statistically significant difference was not
observed when all stages were compared to each other for tail intensity
(7.71£2.042; 8.11+2.131 and 8.27+1.57 for basal DNA, p>0.05). We also
obtained similar results when it was used Endo Il and FPG (8.66+2.575;
8.5+1.99 and 8.98+2.19 for pyrimidine damage, 8.41+2.948; 9.06+2.61
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and 9.291+3.54 for purine damage, respectively). Furthermore, we
compared to smoker patients to non-smoker patients to detect the effect of
smoking status on DNA damage. There was no statistically significant
increase in smoker patients compared to non-smokers (p>0.05). When it
was analyzed the effects of age and gender on DNA damage, there were
no correlation observed. (r? = 0.054, r = -232, p=0.20. Spearman

Correlation test)

Our data showed that tourniquet-induced ischemia-
reperfusion injury in orthopedic patients did not cause oxidative DNA
damage. It needs to be done further studies to detect mechanism of

ischemia-reperfusion induced DNA.

Key Words : Comet assay . Tourniquet . Ischemia-

Reperfusion
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10. EKLER

Tesekkur

Calismam suresince benden her turli destegini esirgemeyen, bilgisine
surekli bagvurdugum, calismama yon veren ve ilgisini her zaman
hissettigim c¢ok dederli tez danismanim sayin Prof. Dr. Bensu
KARAHALIL’'e; ayrica her zaman degerli bilgilerine basvurdugum
hocalarim sayin Prof. Dr. Ali Esat KARAKAYA’ya, sayin Prof. Dr. Sema
BURGAZ’a ve sayin Prof. Dr. ismet COK’a, Yrd. Dog. Dr. Gonca CAKMAK
DEMIRCIGILe;

Deneylerim suresince her zaman yardimini esirgemeyen ve buyuk
destegini gordugum Ars. Gor. Esra EMERCE TUFAN’a, Ars. Gor. Ela
KADIOGLU'na,

Tezim suresince manevi destegini hicbir zaman esirgemeyen degerli
annem ve babam Numan POLAT ve Sevim POLAT’a, arkadaglarim
Biyolog Deren ERAYDIN’a, Ecz. Mehtap OZBEK OZTURK'’e,

Calismama gonulli olarak katilmayi kabul eden tim hastalara,

En icten tesekkurlerimi sunuyorum.

94



GAZi UNIVERSITESI TIP FAKULTESI

GENETIK MATERYAL UZERINDE YAPILACAK ARASTIRMALAR
BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU

Arastirma Projesinin Adi: Ekstremitede Iskemi-Reperfiizyon Hasar1 Sonucu
Olusan Oksidatif DNA Hasarinin Arastirilmasi

Sorumlu Arastiricinin Adi:Prof. Dr. Selguk Boliikbasi

Diger Arastiricilarin Adi:Prof. Dr. Bensu Karahalil, Yrd. Dog¢. Dr. Alpaslan
Senkdoyli, Ecz. Selen Polat

Destekleyici (varsa):-

“Ekstremitede Iskemi-Reperfiizyon Hasar1 Sonucu Olusan Oksidatif DNA
Hasarinin Aragtirilmasi.” isimli bir ¢alismada yer almak iizere davet edilmis
bulunmaktasiniz. Bu c¢alisma, arastirma amaci ile yapilmaktadir. Calismaya
katilma konusunda karar vermeden dnce arastirmanin neden ve nasil yapildigini,
sizinle ilgili bilgilerin nasil kullanilacagini, ¢aligmanin neler igerdigini, olasi
yararlarini, risklerini ve rahatsizliklarini bilmeniz 6nemlidir. Liitfen asagidaki
bilgileri dikkatlice okumak i¢in zaman ayirin ve bu bilgileri ailenizle ve/veya
doktorunuzla tartisin. Calisma hakkinda tam olarak bilgi sahibi olduktan sonra ve
sorularimiz cevaplandiktan sonra eger katilmak isterseniz sizden bu formu
imzalamaniz istenecektir.

1. Genetik ¢calismanin amaci ve dayanag: nelerdir; benden baska kag Kisi bu
calismaya katilacak?

a.Neden ozellikle bu kisi / hasta secilmistir?

Rahatsizligimiz nedeniyle alt ekstremite operasyonu gecireceksiniz. Operasyon
uygulamas1 esnasinda meydana gelecek olan iskemi-reperfiizyonun neden
olabilecegi diisiiniilen hasar/komplikasyonlar ve buna kars1 gostereceginiz direng
yada hassasiyetiniz (bireysel duyarlilik) tayin edilecektir. Bu arastirma ile bu
komplikasyonlarin minumuma indirilmesine yonelik, bireye 6zgli uygulamalar
gerceklestirilecektir.

b.Calismanin onemi ve gerekliligi nelerdir?
Oksidatif hasar ile dogrudan iligkili olan, oksidatif hasarin onarimda rol oynayan
polimorfik enzimin genotiplemesi yapilarak oksidatif hasarin onarimda enzimin

rolii tespit edilecektir.

c.Calismaya toplam kag kiginin katiimasi planlanmaktadir?
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40 bireyin katilmas1 hedeflenmektedir.
2. Bu genetik calismaya katilmali miyim?

Bu calismada yer alip almamak tamamen size baghdir. Eger katilmaya karar
verirseniz bu yazili bilgilendirilmis olur formu imzalanmak i¢in size verilecektir.
Su anda bu formu imzalasaniz bile istediginiz herhangi bir zamanda bir neden
gostermeksizin ¢aligmayr birakmakta Ozgirsiiniiz. Boyle bir karar vermeniz
durumunda tibbi bakiminiz bu durumdan etkilenmeyecektir.

3. Genetik arastirma nasil yapilacak?

a.Hangi ornek (ler) alinacak ve nasil alinacak ?3-5 ml kan farkli zaman
araliklarinda ve farkli giinlerde alinacaktir.

b.Ornekte neler arastirilacak ?Ornekte operasyon sirasinda oksidatif bir hasarin
olusup- olugmadig: tayin edilerek, bu hasari onaran enzimle arasinda ki iliskiye
bakilacaktir..

c.Ornekler nerede calisilacak? G. U. Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Toksikoloji
laboratuarinda calisilacaktir.

d. Genetik ornegin gelecekte nasil imha edilmesi planlaniyor ?Elde edilen DNA
ornegi F. Toksikoloji Anabilim Dalinin DNA envanterinde saklanacaktir. Deneyin
uygulanmasi sirasinda herhangi terslikle karsilasip, deneyin tekrar edilmesi
durumunda kullanilacaktir.

4.Tarafimdan alinan 6rnekler gelecekte de kullanilabilecek mi?

Tarafinizdan alinan 6rnegin saklanmasi ve ileride yapilacak diger c¢alismalarda
kullanim1 ancak sizin izninize tabidir. Bu 6rnekler uzun yillar isminiz (kimlik
bilgileriniz) korunmak ya da yok edilmek kaydi ile saklanabilir. Liitfen asagidaki
seceneklerden size uygun olan bir tanesini isaretleyiniz.

1- [ ] Tarafimdan alinan kodlanmis* Srnegin yalnizca Onerilen calisma igin

kullanimin1 onayliyorum; ileride yapilmasi olast diger ¢alismalar i¢in onay
vermiyorum.

2- | Tarafimdan aliman kodlanmis Ornegin yalnmizca Onerilen c¢alisma igin
kullanimin1 onayliyorum; ileri ¢caligmalar icin tekrar bilgilendirilmek ve yeni onay
vermek istiyorum.

3- L] Tarafimdan alian kodlanmus Ornegin, arastirma konusuyla baglantili diger
calismalarda kullanimini onayliyorum, ancak farkli caligmalar igin tekrar
bilgilendirilmek ve yeni onay vermek istiyorum.
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4- || Tarafimdan alinan kodlanmis Ornegin Onerilen c¢alisma icin kullanimini
onayliyorum, ve gelecekte de her tirlii genetik ¢alismada anonim (kimligim ile
baglantisiz) olarak kullanilmasini onayliyorum.

*Kodlanmis 6rnek: Sizden alinan 6rnege bir kod numarasi verilir. Kod numarasini
yalnizca arastirict bilir ve sizin kimlik bilgilerinize yalnizca arastiric1 ulagabilir.
Boylece kimlik bilgileriniz gizli tutulmus olur.

5. Cahismanin riskleri nelerdir? Herhangi bir risk s6z konusu degildir. Zaten
ornek alinimi operasyon oOncesi gerekli testler esnasinda ve operasyon sirasinda
almacaktir.

6. Cahsmanin yararlar1 nelerdir? Sunulan c¢alisma konusu, bu tip
operasyonlarda bireye yonelik ve komplikasyonlart minimuma indirebilecek
yontemlerin gelistirilmesini saglayarak, daha az komplikasyonlu operasyonlara
olanak saglayacaktir. Mevcut calisma sonucu komplikasyonlarin azaltilmasina
yonelik uygulamalar yapilarak hem zaman hemde parasal kayiplarin Oniine
gecilerek toplum ekonomisine katkida bulunulacaktir.

7. Kisisel bilgilerim nasil kullamlacak ?
(Bu boliim aynen korunacaktir)

Calisma doktorunuz, arastirmada yer alan diger arastiricilar ve destekleyici (varsa,
firma adint belirtiniz) kisisel bilgilerinizi, aragtirmay1 ve istatistiksel analizleri
yiiriitmek i¢in kullanacaktir ancak kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir. Size ait
bulgular {igiincii kisilere, onaymiz disinda hicbir sekilde aciklanmayacaktir.
Calismanin sonunda, size ait tiim sonuglar hakkinda bilgi istemeye hakkiniz
oldugu gibi bdyle bir bilgiyi 6grenmeyi reddetme hakkiniz da vardir. Liitfen
asagidaki kutucuklardan size uygun olani isaretleyiniz:

|| Bu ¢alismada elde edilecek kendimle ilgili bilgileri 6grenmek istiyorum
|| Bu ¢alismada elde edilecek kendimle ilgili bilgileri 6grenmek istemiyorum.

Kendinizle ilgili genetik bilgiyi 6grenmeyi se¢gmeniz durumunda size (varsa)
sagaltim ile ilgili bilgiler ve genetik danismanlik hizmeti verilecektir.

Calisma sonuglar1 ¢aligma bitiminde tibbi literatiirde yayinlanabilecektir ancak
kimliginiz agiklanmayacaktir.

8. Bu calismaya katilmamin maliyeti nedir ?
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Asagidaki segeneklerden uygun olan kullaniimalidir: Calismaya katilmakla
parasal yiik altina girmeyeceksiniz ve size de herhangi bir odeme yapilmayacaktir.

9. Calismanin ticari bir yonii var midir?

Goniilliilerden elde edilen bilgilerden, tibbi testler ya da tedaviler gelistirilebilmesi
gibi ticari bir fayda saglanabilir. Boyle bir durum olursa, goniilliiler herhangi bir
sekilde ticari gelir temin etmeyeceklerdir.

10. Gorecegim olas1 bir zarar durumunda ne yapilacak ? Arastirmadan dolay1
katilimcinin gorecegi olasi bir zararda bunun sorumlulugunun ve giderilmesi igin
gerekli her tiirlii tibbi miidahalenin yapilacagini ¢alismada yer alan tiim
arastirmacilar temin etmektedir.

11. Daha fazla bilgi, yardim ve iletisim icin kime basvurabilirim ?

Aragtirma ile ilgili bir sorununuz oldugunda ya da calisma ile ilgili ek bilgiye
gereksinim duydugunuzda asagidaki kisi ile liitfen iletisime geginiz.

ADI _ : Prof. Dr. Selcuk Boliikbasi
GOREVI : Ortopedi ve Trav. A.D. Baskani1
TELEFON :(0312) 202 55 07

(Katilimcinin/Hastanin Beyani)

GUTF “Ortopedi ve Travmatoloji” Anabilim dalinda, Prof. Dr. Selcuk Béliikbasi
Tarafindan genetik bir arastirma yapilacagi belirtilerek bu aragtirma ile ilgili
yukaridaki bilgiler bana aktarildi ve ilgili metni okudum. Bu bilgilerden sonra
boyle bir aragtirmaya “katilimc1” olarak davet edildim.

Arastirmaya katilmam konusunda zorlayici bir davranisla karsilasmis degilim.
Eger katilmayr reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan
iliskime herhangi bir zarar getirmeyecegini de biliyorum. Projenin yiiriitiilmesi
sirasinda herhangi bir neden gdstermeden arastirmadan cekilebilirim. (4Ancak
arastirmactlari zor durumda birakmamak igin aragstirmadan ¢ekilecegimi 6nceden
bildirmemim uygun olacagimin bilincindeyim). Ayrica tibbi durumuma herhangi
bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma dis1 da
tutulabilirim.
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Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan
nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmast
halinde, her tiirlii tibbi girisimin saglanacagi konusunda gerekli giivence verildi.
(Bu tibbi girisimlerle ilgili olarak parasal bir yiik altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilagtigimda; herhangi bir saatte, Prof.
Dr. Selguk Boliikbasi, 202 55 07 nolu telefondan arayabilecegimi biliyorum.

Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Bu
kosullarla s6z konusu genetik arastirmaya kendi rizamla, hi¢ bir baski ve zorlama
olmaksizin, goniilliiliik i¢erisinde katilmay1 kabul ediyorum.

Imzali bu form kagidinin bir kopyas1 bana verilecektir.

Katilimci
Adi, soyadi:
Adres:

Tel:

Imza:

Tarih:

Goriisme tami@i
Adi, soyadi:
Adres:

Tel:

Imza:

Tarih:

Katilimci ile goriisen hekim
Ad1 soyadi, unvani:

Adres:

Tel:

Imza:
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11.0ZGECMIS
Adi ve soyadi
Unvani

Dogum vyeri, tarihi
Yabanci dili
Medeni hali

Is Adresi

Ev adresi

Telefon

e-mail
EGITIM:
1988-1993

1993-1996

1996-2000

2001-2005

2005-

:Selen Polat
: Eczaci
- izmir, 7 Kasim 1981
- ingilizce
: Bekar
: Hacettepe Universitesi Hastaneleri B Kat
Buyuk Eczanesi, Sihhiye, Ankara
:Erzurum Kongresi cad. Altay Mah. KC
Metrokent Konutlari A1/41  Eryaman,
Ankara
: (is) 0312 305 12 81
(ev) 0312 281 28 23
(cep) 0536 255 09 94

: selenplt@mynet.com

[ilkdgrenim

Cumhuriyet ilkégretim Okulu, Bandirma
:Ortadgretim

Bandirma Ortaokulu, Bandirma

:Lise 6grenimi

Ziya Gokalp Yabanci Dil Agirlikli Lisesi,
Diyarbakir

:Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi,
Ankara

:Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi

Farmasotik Toksikoloji Anabilim Dali, Ankara
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