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Abstract

Amag: Anesteziklerin kromozomal degisikliklere neden oldugunu
gosteren klinik, sitogenetik calismalar mevcuttur. Biz calismamizda,
sevofluran ve desfluranin  ¢ocuklarda olasi genotoksik etkilerini
arastirmayi hedefledik.

Yontemler: Arastirmada lenfositler, DNA tek, cift sarmalindaki
kiriklarin - tespitinde kullanilan Commet Assay yéntemi kullanarak
incelendi. Calismada anestezi sliresi en az 120 dk olan 1-10 yas arasi
26 cocuk alindi. Anestezi 6ncesi alinan 3 mL vendz kan kontrol olarak
kabul edildi, indiksiyon sonrasi olgular rastgele iki gruba ayrilarak
oksijen/hava ile desfluran (grup D) ve sevofluran (grup S) uygulanan
grup olarak incelendi. Anestezi baglangicindan 60 dakika, 120 dakika,
1 gln ve 5 gln sonra alinan kan &rneklerinden periferik lenfositler
izole edilerek Comet Assay yéntemiyle incelendi. Lenfositler fluoresan
mikroskopta degerlendirildi, gérsel siniflandirma yapilarak, % kuyruk
faktorleri hesaplandi.

Bulgular: Anestezi éncesi Comet cevaplari agisindan  Sevofluran
ve desfluran gruplar arasinda fark bulunmadi. Grup D ve grup S'de
anestezi baslangicindan sonraki 60. dakika, 120. dakika, 24. saat,
besinci glin alinan kan orneklerinden bazal degerlere yakin veya ayni
sonuglar elde edildi. Desfluran ile sevofluran arasinda tim zamanlar
kan érneklerinde istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadigi gérald.

Sonug: Sevofluran, desfluran anestezisi sonrasinda ¢ocuk hastalarin
lenfositlerinde ¢ekirdek yapinin etkilenmeyerek hasarlanmadigi ve DNA
hasari olusmadigi gosterildi.

Anahtar Sozciikler: Sevofluran, desfluran, commet assay, pediatrik

Aim: There are several dlinical and cytogenetic studies that anesthetics
cause choromosomal changes. We report data on the possible genotoxic
properties of two inhalational anaesthetics, sevoflurane and desflurane in
lymphocytes of children evaluated for genotoxic activity with comet assay.
Methods: In this study lymphocytes were investigated with Comet
Assay which establishes single, double DNA strand breaks. Twent
six children aged 1-10 years, who were anaesthetized for at least
120 minutes, were included in the study. After standard induction,
anaesthesia was maintained with inhalation of sevoflurane or
desflurane in oxygen-air mixture. Three mililitres venous blood samples
were obtained before the induction of anaesthesia (control), at 60.
and 120. minutes of anaesthesia and on the first and fiveth days.
Blood samples were evaluated by comet assay. Peripheral lymphocytes
were isolated with blood samples and examined by Comet Assay
method. Lymphocytes were evaluated with fluorescence microscopy,
visual classification was performed and % tail factors were calculated.
Results: There was no difference in the mean comet response
before anaesthesia between the two groups. However, there was
no significant difference in the mean comet response at 60 and
120 minutes of anaesthesia and 1 and 5 days after surgery between
patients who received sevoflurane and desflurane.

Conclusion: It was demonstrated that structure of lymphocytes
nucleus did not causedamage and DNA injury after the sevoflurane
and desflurane anesthesia in pediatric patients.
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Giris

Yaygin kullanilan inhalasyon anesteziklerin, DNA
metabolizmasini  etkiledigi ve genetik materyalde
mutajen ve karsinojen etkisi oldugu bildirilmektedir (1).
Yine inhalasyon anesteziklerinin kullanildigi ortamda
olusturdugu genotoksik etki, bu ajanlara dolayli da olsa
maruz kalanlar icin genetik agidan risk olusturabilmektedir
(2-4). DNA hasarini arastirmada insan hucrelerinin
kullanildigi testlerden en sik basvurulan kardes kromatid
degisimi (KKD) ve Comet Assay testleridir (5,6). KKD,
kromozom morfolojisi degismeksizin, kardes kromatidler
arasinda, 0zdes segmentlerin simetrik genetik materyal
alisverisidir. Comet teknigi, tek hicre seviyesinde, DNA
tek ya da cift sarmalindaki kiriklarin tespitinde kullanilan
duyarli bir yéntemdir (Resim 1) (6). GlnlimUzde en fazla
lenfosit hiicrelerinde basariyla uygulanmaktadir.

Calismamizda sevofluran ve desfluranin cocuklara
klinik dozlarda uygulandiginda, genetik acidan akut invivo
mutajen etkisini Comet Assay yontemiyle incelemeyi
planladik.

Yontemler

Etik kurul onayr alindiktan sonra anestezi siresi 120
dakikadan uzun olacak girisim gecirecek 1-10 yas arasi
26 ¢ocuk ¢alisma kapsamina alindi. Hicresel islemler tibbi
biyoloji ve genetik laboratuvarlarinda gerceklestirildi.

Calismaya son bir hafta icinde anestezi ve radyasyon
alanlar, sistemik hastaligi olanlar, herhangi bir malignite
veya malignite stphesi bulunanlar, herhangi bir genetik
hastaligi olanlar, akraba evliliginden doganlar, ailede ve ev
ortaminda sigaraya maruz kalanlar, yasadigi mekanda ve
cevrede mutajenik ve karsinojenik maddelerle temasiolanlar,
ameliyat esnasinda skopi yapilanlar, ameliyat esnasinda
kan tranflizyonu yapilanlar dahil edilmedi. Olgular rastgele
iki gruba ayrilarak sevofluran grubunda (grup S) (n=13)
ameliyat esnasinda inhalasyon anestezigi olarak sevofluran,

Resim 1. Periferik lenfosit Comet mikroskopik gorintisi

desfluran grubundaise (grup D) (n=13), desfluran kullanild.
Galisma grubuna alinan ve premedikasyon uygulanmayan
hastalardan ameliyathanede indiksiyondan dnce heparinli
enjektére 3 mL vendz kan drnegi (T1) alindi. Hastalarin
elektrokardiyografi, noninvaziv kan basinc (sistolik,
diyastolik, ortalama), ETCO,, periferik transkitandz oksijen
satlirasyonu (Sp0,) ve kalp atim hizi monitérizasyonu
saglandi. Tim hastalarda, propofol, fentanil, atrakurium
besilat kullanildi.

Hastalardan indlksiyondan 1 saat (T2) ve 2 saat (T3)
sonra heparinli enjektére 3 mL vendz kan ornedi alindi.
Her Uc¢ kan ornegi de +4°C'de korunarak 2 saat icerisinde
laboratuvara gonderildi ve calisildi. Operasyondan 24 saat
(T4) ve 5 glin sonra (T5) de heparinli enjektére 3 mL vendz
kan Ornedi alindi ve ayni gin icerisinde laboratuvarda
cahsildi.

Heparinli tiplere alinan 3 mL ven6z kan 1:1 oraninda
RPMIi 1640 ile sulandirldi. 3 mL ficoll histopague iizerine
tabakalandiktan sonra 800 X g de 20 dakika santrifdj
edildi. Bulutsu tabaka pipet yardimiyla toplanarak RPMIi
ile yikandi. 250 X g de 10 dakika santrifij edildi. Bu
sekilde 2 kez daha yikandiktan sonra pellet 1 mL RPMIi
ile sulandirilarak hemositometre yardimiyla lenfosit sayimi
yapildi. Disik ve normal dereceli agaroz sollsyonlari
kullanilarak preparatlar hazirlandi. Lizis sollsyonu ile
preparatlarin Uzeri kaplanarak, 1 gece +4°C’de bekletildi.
Lizis asamasini tamamlayan preparatlar enzim reaksiyon
tamponu ile yikanarak 37°C'lik etlvde 30 dakika enklibe
edildi. Buzdolabinda +4°C'de sogutulan elektroforez
tamponu soguk odada elektroforez tankina dokildikten
sonra preparatlar elektroforez tankina yerlestirilerek 40
dakika bekletildi. Daha sonra, preparatlar 25 V sabit akim
altinda 30 dakika elektroforez yapilirak notralizasyon
tamponunda beser dakika streyle (¢ kez yikandiktan sonra
DAPI ile boyandi ve fluoresan mikroskopta degerlendirildi.
Her 6rnekte 100 civarinda lenfosit incelendi. Anderson ve
ark. (5) tarafindan tariflenen bes kategoride siniflandirildi.
Genotoksik  hasarin  gdsterilmesinde  kullanilan  bu
siniflandirma sistemi kuyruktaki DNA yogunluguna gore
yapilmaktadir.

Lenfosit Gorsel Siniflandirmasi

Sinif 0: Hasarsiz hlcrelerin incelemesinde yuvarlak,
kenarlari daha az yogun olmak Uzere ortasi parlak bir isik
gorinidmu olanlar,

Sinif 1: DNA hasari olusmaya baslamis ve normalde
dizgln kenarli olan gorlinti DNA kiriklarinin ¢ekirdek
disina gocliniin de baslamasi nedeni ile diizensiz kenarli
bir gorinim alanlar,

Sinif 2: Hasar arttikca lenfositlerde merkezden kenara
dogru uzama olup kuyruktaki fluoresan yodunlugu
artanlar,
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Tablo 1. Desfluran grubunda T1, T2, T3, T4, T5. zamanlarda alinan

Tablo 1’in devami

kan 6rneklerinde lenfositlerin siniflara dagilimi Olgu no Kan Keri |SMFO | Sif1 |Sinif2 | Sinf3 | Simif4
ornekieri
oiguno K& Isinfo |Sinif1 |Smf2 |Smf3 | Sinif4 12 100
ornekleri T3 100
D1 T1 98 2 T4 100
T2 100 4 1 T5 100
T3 97 D12 T1 100
T4 100 T2 99 1
T5 100 1 T3 100
D2 T 100 T4 99 1
T2 98 1 T5 100
13 100 D13 T1 100
T4 100 T2 100
T5 100 T3 100
D3 T1 100 T4 100
T2 100 T5 99 1 1
T3 99 1
T4 100 Tablo 2. Desfluran grubunda T1, T2, T3, T4, T5. zamanlarda
T5 100 alinan kan 6rneklerinde % kuyruk faktorii degerleri
D4 T 95 1 Olgu no / T T2 T3 T4 T5
T2 98 2 zamana gore kan
T3 100 ornekleri
T4 100 D1 2,7 3,14 2,4 2,5 2,62
15 99 1 D2 2,5 2,6 2,5 2,5 2,5
D> T 10y D3 2,5 2,5 26 |25 |25
T2 100
3 100 D4 2,63 2,7 2,5 2,5 2,6
T4 100 D5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
T5 100 D6 2,85 3 2,6 2,5 2,5
D6 T 97 2 ! D7 2,5 2,6 2,5 2,5 2,5
12 % 3 ! D8 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
T3 99 1
T4 100 D9 2,6 2,7 2,6 2,5 2,5
5 100 D10 2,5 2,5 2,6 2,5 2,5
D7 T1 100 D11 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
2 - ! D12 2,5 2,6 25 | 26 2,5
T3 100
D13 2,5 2,5 2,5 2,5 2,6
T4 100
TS5 100 D: Desfluran
D8 T1 100
T2 100 Tablo 3. Desfluran grubunda T1, T2, T3, T4, T5. zamanlarda
3 100 alinan kan orneklerinde % kuyruk faktorii ortalama degerleri,
standart sapma ortalama degerleri
T4 100 .
T5 100 Desfluran = % kuyruk faktéria Standart
grubu ortalama sapma
b9 T % ! T1 13 2,56 0,109
T2 98 2 ! !
T3 99 1 T2 13 2,642 0,206
T4 100 T3 13 2,523 0,06
15 100 T4 13 2,508 0,028
D10 T 100 T5 13 2,525 0,047
T2 100
T3 99 1 Sinif 3: DNA hasari daha da artmis olup kuyruklu yildiz
T4 100 (Comet) gorinim alan hiicreler,
T5 100 Sinif 4: Hasar derecesinin en Ust dizeyde olmasinin
D11 T1 100

sonucunda apoptotik hicre goriindma alanlar.
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Daha sonra, DNA hasarini sayisallastirma ve objektif
ve hassas bir karsilastirma yapmak icin Diem ve ark.'nin
(6) kullandiklari formile gére alinan her kan 6rnegi icin %
kuyruk faktort degerleri hesaplandi.

%  kuyruk  faktoéri  asadidaki  formile  gore
hesaplanmaktadir (6):

%  kuyruk  faktori=AxFA+BxFB+CxFC+DxFD+EXFE/
sayilan toplam hdicre sayisi.

A, 0 sinifina dahil olan hicrelerin sayisi,

B, 1 sinifina dahil olan hicrelerin sayisi,

C, 2 sinifina dahil olan hiicrelerin sayisi,

D, 3 sinifina dahil olan hiicrelerin sayis,

E, 4 sinifina dahil olan hticrelerin sayisi

FA, O sinifinin ortalamasi (=2,5)

FB 1 sinifinin ortalamasi (=12,5)

FC, 2 sinifinin ortalamasi (=30)

FD, 3 sinifinin ortalamasi (=67,5)

FE, 4 sinifinin ortalamasi (=97,5)

Bu formdle gore;

A, 0 sinifina dahil olan hicrelerin hasar derecesi <%5
olup FA=2,5 olan sabit bir deger ile ifade edilmektedir.

B, 1 sinifina dahil olan hiicrelerin hasar derecesi %5-20
olup FB=12,5 olan sabit bir deger ile ifade edilmektedir.

C, 2 sinifina dahil olan hicrelerin hasar derecesi %20
-40 olup FC=30 olan sabit bir deger ile ifade edilmektedir.

D, 3 sinifina dahil olan hicrelerin hasar derecesi %40-
95 olup FD=67,5 olan sabit bir deger ile ifade edilmektedir.

E, 4 sinifina dahil olan hicrelerin hasar derecesi >%95
olup FE=97,5 olan sabit bir deger ile ifade edilmektedir.

Bulgular

Hastalarin yas ortalamasi 5,5 yil, ortalama anestezi
sresi 152,6 dakika, vicut agirhidi ortalamasi ise 24 kg
olarak saptandi. Ylzde kuyruk faktorleri karsilastirildiginda
(D grubu 2,56+0,10; S grubu 2,61+0,21) her iki grubun
bazal degerlerinin birbirinden istatiksel olarak farkli
olmadigi gorildi (p=0,41).

Grup D’de; yas ortalamasi 5,6 yil, ortalama anestezi
slresi 143 dakika, ortalama agirik 22,1 kg ve cinsiyet
dagilimi sekiz erkek bes kiz olarak kaydedildi. Grup
D hastalarinda kan d&rneklerinde lenfosit sayisi ve
siniflandinlmalar Tablo 1'de gdrilmektedir. Bu grupta
lenfositlerin cogunun O sinifina ait oldugu tespit edilmistir.
Desfluran grubu hastalarinda lenfositler siniflandirildiktan
sonra % kuyruk faktorleri hesaplanmistir (Tablo 2). Grup
D hastalarinda hesaplanan % kuyruk faktori ortalamalari
ve standart sapmalari Tablo 3'te gdrllmektedir. Bazal
kan 6rneginde % kuyruk faktori ortalamasi 2,56+0,1,
60. dakika kan ornedi ortalamasi 2,64+0,2 degerinde
olup minimal bir artis gosterirken, 120. dakika kan
Ornegdi analizinde 2,52+0,06, yani bazal degere yakin
bir kuyruk faktér yizdesi tespit edildi. Postoperatif 24.
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Tablo 4. Sevofluran grubunda T1, T2, T3, T4, T5. zamanlarda alinan

kan orneklerinde lenfositlerin siniflara gore dagilhimi

Olgu no Fan  |Siif0 [Sinif1 | Sinif2 | Sinif 3 | Sinif 4
ornekleri
S1 T1 100
T2 100
T3 99 1
T4 100
T5 100
S2 T1 95 2 2
T2 94 1
T3 96 2
T4 100
T5 100
S3 T1 100
T2 100
T3 99 1
T4 100
T5 100
S4 T1 100
T2 100
T3 100
T4 100
T5 100
S5 T1 100
T2 98 1
T3 99 1
T4 100
T5 100
S6 T1 100
T2 100
T3 99 1
T4 100
T5 98 2
S7 T1 100
T2 100
T3 100
T4 100
T5 100
S8 T1 98 1
T2 100
T3 100
T4 99 1
T5 100
S9 T1 98 1 1
T2 97 2 1
T3 99 1
T4 100
T5 100
S10 T1 100
T2 100
T3 100
T4 100
T5 100
S11 T1 100
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Tablo 4’iin devami

Olgu no g:;kbﬁ Sinif0 |[Siif1 | Simif2 | Siif 3 | Sinif 4
T2 99 1
T3 99 1
T4 100
T5 100

S12 T1 98 2
T2 99 1
T3 100
T4 99 1
T5 100

S13 T1 100
T2 100
T3 98 2
T4 100
T5 99 1

S: Sevofluran

Tablo 5. Sevofluran grubunda T1, T2, T3, T4, T5. zamanlarda
alinan kan orneklerinde % kuyruk faktorii degerleri

nomerert 0TV |2 T8 T T
51 25 |25 |26 |25 |25
52 322 [ 272 |3 |25 |25
53 25 |25 |26 |25 |25
54 25 |25 |25 |25 |25
55 25 | 257 |26 |25 |25
56 25 |25 |26 |25 |27
57 25 |25 |25 |25 |25
58 27 |25 |25 |26 |25
59 29 |297 |26 |25 |25
510 25 |25 |25 |25 |25
511 25 |26 |25 |25 |25
512 27 |26 |25 |26 |25
513 25 |25 |27 |25 |26

S: Sevofluran

Tablo 6. Sevofluran grubu T1, T2, T3, T4. zamanlarda kan
ornekleri % kuyruk faktorii ortalamadegerleri, standart sapma
ortalama degerleri

;e::fluran n Ortalama Standart sapma
1 13 2,6169 0,21998
2 13 2,5738 0,13641
3 13 2,5923 0,13821
4 13 2,5154 0,03755
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saat analizinde ortalama 2,50+0,02 degeri bulundu
ve 60 ve 120. dakikalarda alinan kan &rnekleri kuyruk
faktord seviyelerinde oldugu kaydedildi. Besinci giin
analiz ortalamasinda ise ylzde kuyruk faktérd 2,52+0,04
bulundu. Sonucglar arasinda istatistiksel olarak anlamli
farkhlik yoktu. Grup D hastalarindan alinan kan ornekleri
sonuclar  karsilastirildiginda, sinif O'a ait lenfositlerin
cogunlukta oldugu, az da olsa Comet formasyonu
goruldigl, fakat % kuyruk faktérld degerleri arasinda
kontrol grubu degerleriyle karsilastirildiginda ilerleyen
zaman dilimlerinde belirgin fark olmadigi, hatta ayni
kaldigi tespit edildi.

Grup S incelendiginde; bu grupta yas ortalamasi 5,5
yil, ortalama anestezi suresi 162,3 dakika, ortalama vicut
agirhgr 27,3 kg ve cinsiyet dagilimi sekiz erkek, bes kiz
seklinde kaydedildi. Grup S hastalarinda kan drneklerinde
lenfosit sayisi ve siniflandiriimalari Tablo 4'te gérilmektedir.
Bu grupta lenfositlerin cogunun 0 sinifina ait oldugu tespit
edilmistir. Grup S hastalarinda lenfositler siniflandirildiktan
sonra % kuyruk faktorleri hesaplanmistir (Tablo 5). Grup S
hastalarinda hesaplanan % kuyruk faktort ortalamalari ve
standart sapmalari Tablo 6'da gortlmektedir.

Anestezilerinde sevofluran kullanilan hastalarin yizde
kuyruk faktérl ortalama degeri 2,61+0,21 olarak bulundu.
Altmisincl dakika incelemelerinde ise bu deger ortalamasi
2,57+0,13 olarak kaydedildi. Yz yirminci dakikada ise
2,59+0,13 bulundu ve bazal ortalama degere gore minimal
dusuk, 60. dakika degerine gére minimal yiksek oldugu
gordldd. Yirmi doérdinct saat kan érneginde 2,51+0,03,
5. gin kan o¢rneginde ise 2,52+0,05 ortalama degerleri
tespit edildi. Bazal kan drnekleri ortalama degerine gore
60. ve 120. dakika kan ornekleri ortalamalari daha duslk
sonuclar gosterdi.

Grup S hastalarindan alinan kan &rnekleri sonuglari
karsilastirldiginda, sinif 0'a ait lenfositlerin cogunlukta
oldugu az da olsa Comet formasyonu gérilduga fakat %
kuyruk faktort degerleri arasinda kontrol grubu degerleriyle
karsilastirldiginda ilerleyen zaman dilimlerinde belirgin
fark olmadigi, hatta ayni kaldigi tespit edildi. Grup S ve
Grup D birlikte incelenip degerlendirildiginde lenfositlerin
zamanlara gore % kuyruk faktorleri ortalamalar Tablo
7'de gorilmektedir. Gruplarin sadece baslangi¢c degerleri
kiyaslandiginda anlamli fark bulunmadi (p=0,41).

Gruplar arasi karsilastirmalarda kontrol degerleri ve
diger zamanlarda alinan kan o&rneklerinde % kuyruk
faktorleri degerleri arasinda istatistiksel olarak belirgin bir
fark saptanmadi.

Her grubun kendi icinde zamana gore kiyaslanmasi
yapildiginda anlamli fark kaydedilmemistir.
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Tartisma

inhalasyon anesteziklerinin mutajenite ve karsinojenitesi
ile ilgili arastirmalar 1970'li yillarin ikinci yarisindan sonra
hiz kazanmistir. Anestezik gazlara maruziyetin kromozomal
degisikliklere neden oldugunu gdsteren invivo ve invitro pek
cok calisma yapilmistir (5-7). Cogundan elde edilen glincel
veriler anestezik gazlarin genotoksisite potansiyeli tasidigi
yonlndedir. Bircok ulusal saglik otoritesi ameliyathane
ortaminda maksimum gaz oraninin azotprotoksid igin
25 ppm, halojenize inhalasyon ajanlari icin 2 ppm ile
sinirlandinlmasi  6nerisinde bulunmaktadir (7). Comet
Assay yontemi cabuk, basit ve ucuz, bir gérsel tekniktir. Bu
yontemle DNA hasari ve tamiri ile ilgili biyomonitorizasyon
ve genotoksisite calismalari yapmak mumkdnddr. Bu
teknik fibroblast ve epitel gibi cesitli somatik hiicrelerde
de uygulanabilir. Gergekten de, dnceleri daha az gelismis
tekniklerle yapiimis calismalarda, inhalasyon ajanlarinin
genotoksik Ozellikleri saptanamazken, bu teknik ile DNA
hasari daha net ve belirgin olarak tespit edilebilmistir. Bu
teknigin hassasiyeti; DNA'nin tek kolundaki hasari bile
gosterebilmesinden  kaynaklanmaktadir. ~ Calismalarda
farkli sonuclar alinmasinin  bir diger nedeni maruz
kalinan gazlarin konsantrasyonu ve surelerinin degisik
olusudur (8). Hoerauf ve ark. (8) in vitro bir calisma ile
saglikli sigara icmeyen erkeklerden aldiklari lenfositleri
isoflurane ve azotprotokside maruz birakmislar ve genetik
hasarlanma meydana geldigini gdéstermislerdir. Ancak
ekspozisyon slrelerinin uzun oldugunu ve bu sonucun
kisa sureli islemlerde klinik konsantrasyonlarda bu
gazlara maruz kalan hastalar icin ayni olmayabilecegini
vurgulamaktadirlar.  Yapilan arastirmalarda sigara icen
bireylerde olusan DNA hasari icmeyenlere gore yiksek
bulunmustur (9-11). Husum ve ark. (12), ortopedik girisim
yapilacak 30 hastaya (yas ortalamasi 29,5) isoflurane
azotprotoksid karisimi uygulamislar (ortalama stire 64 dk)
ve anestezi oncesi, sonrasi ve ertesi glin olmak Uzere (g
kan 6rneginde KKD frekansinda fark bulamamislardir. Ayni
calismada sigara icenlerde, ertesi glin bulunan KKD hizi,
anestezi dncesine gdre farkl bulunmustur. Husum ve ark.
(13) sigaranin tek basina DNA hasarini arttiran bir etken
olarak ortaya c¢iktigini belirtmislerdir.

Sardasve ark. (11), ortalama 133 dk isofluran anestezisi
verilen, sigara icmeyen 22-66 yas aras! 12 hastanin, Comet
Assay teknigi ile DNA hasarina bakmislardir. Anesteziden
Once, anestezinin 60. dakikasinda, 120. dakikasinda,

birinci, Uglincl ve besinci ginlerde kan drnekleri almislar,
anesteziden onceki Comet sonuclarinin, saglkli kontrol
grubundan farksiz oldugunu, kuyruklu yildiz gorinimlu
hiicre sayisinin, anestezinin 60. dakikasinda anlamli
olarak arttigini, 120. dakikasinda da en ylksek degderine
ulastigini; artmis olan Comet gorinimli hicre ortalama
degerlerinin virinci ve Uglnci gln azalmaya basladigini,
besinci gin degerlerinin ise anestezi dncesi degerlerden
istatistiksel olarak farksiz oldugunu tespit etmislerdir.
Sonug¢ olarak bu arastirmaclar Comet yonteminin
isoflurane ile anestezi idamesi yapilan hastalarin periferik
kan lenfositlerinde DNA onarimi baslamadan &nce
genotoksik etki gosterdigine karar vermislerdir. Sardas
ve ark. (9) diger bir calismalarinda, Comet ydntemi ile
anestezik gazlara maruz kalan ameliyathane personelinde
DNA hasarini incelemisler; calismaya 66 ameliyathane
calisanini (25 doktor, 29 teknisyen, 12 hemsire) ve 41
saglkli, gazlara maruz kalmayan kontrol grubu olarak
bireyi dahil etmislerdir. Ameliyathanede calisma sureleri
1-17 yil arasinda degisen calisma grubunda comet hiicre
frekansinda oldukca anlamli bir artis saptanmistir.
Karabiyik ve ark. (14) 24 eriskin hastanin (20-66 yas arasi)
dahil edildigi bir calisma yapmislar, sevofluran ve isofluran
anesteziklerinin kullanimi (115-162 dk) sonrasi olusan
genotoksik hasari Comet Assay yontemiyle géstermislerdir.
Sonuglar karsilastirilinca her iki ajanin da benzer etkileri
oldugunu, 60. ve 120. dakikada alinan kan ornekleri
sonuclarinda Comet formasyonu oldugunu, Gglincl glinde
azaldigini ve postoperatif besinci giinde DNA tamirinin
tamamen tamamlandigini  gostermislerdir. Sevofluranin
olasi genotoksik etkisi Szyfter ve ark. (15) tarafindan in
vitro ve in vivo olarak Comet Assay yontemiyle arastiriimis,
in vitro calismada periferik lenfositlerde DNA hasari
gozlenmemistir. Kronik ekspozisyona bagli genotoksisiteyi
arastirmak Uzere yas ortalamasi 36,1 olan 29 ameliyathane
personeli kan drneklerini 20 sagdlikli, anestezik maddelere
maruz kalmayan bireyin kan ornekleriyle karsilastirmislar;
Comet yontemi sonuglarina gore her iki grupta anlamli
fark bulunmamis, yani sevofluranin in vivo ve in vitro
genotoksik etkisi olmadigini géstermislerdir. Cocuklardaki
tek calisma Krause ve ark. (16) tarafindan yapilmistir. Kiigik
cerrahi girisim (sure: 49,6 dk) geciren yaslari 1-14 arasinda
degisen (ortalama 5,4) 40 cocukta sevofluranin genotoksik
etkisini KKD yontemiyle arastirmislar ve T lenfositlerde
hasar meydana gelmedigini gdstermislerdir. Desfluran

Tablo 7. Desfluran ve sevofluran gurubu % kuyruk faktorii ortalama degerlerinin farkli zamanlarda karsilastiriimasi

Grup/kan érnekleri T T2 T3 T4 T5
D 2,56+0,10 2,64+0,20 2,52+0,05 2,50+0,02 2,52+0,04
S 2,61+0,21 2,57+0,13 2,59+0,13 2,51+0,03 2,52+0,05

S: Sevofluran, D: Desfluran
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Uzerinde yapilan calismalarda ise Karpinski ve ark. (17) bu
anestezik maddenin insan lenfositlerini hasarlayici etkisini
in vitro olarak Comet Assay teknigiyle gostermislerdir. Akin
ve ark. (18) elektif cerrahi midahele planlanan 26-54 yas
arasi 15 eriskine uyguladiklari desfluran anestezisinden
sonra 60 ve 120. dakikalarda yiksek dizeyde KKD
saptamalarina ragmen bu durumun ameliyat sonrasi
birinci glnden itibaren azalarak 12. glnde tamamen
ortadan kaybolarak geri dénlsimli bir etki oldugunu
gostermislerdir. inhalasyon anesteziklerinin genotoksik
etkileri hakkinda daha 6nce yapilan in vivo c¢alismalarin
genellikle eriskin hastalar ve ameliyathane personeli
Uzerinde olduklari gorilmektedir (19). Cocuklar tzerinde
yapilan calismalar azdir ve literatlirde sadece Krause ve
ark. (16) kisa girisimlerde sevofluranin genotoksik etkisini
KKD yontemiyle periferik lenfositleri arastirdiklari tek bir
yayina rastlanmistir. Bu ¢alismada indiksiyon sevofluran ile
idame sevofluran ve azotprotoksid/oksijen (%33/67) ile
saglanmistir. Arastirmacilar ortalama anestezi slresi 49,6
dakika ardindan aldiklari kani induksiyon 6ncesi kan ile
karsilastirmislar ve her ikisi arasinda fark bulamamislardir.

Desfluranin genotoksik etkileri de in vitro ve KKD
yontemiyle arastinimis fakat in vivo olarak Comet
Assay yontemiyle yapilan bir calismaya rastlanmamistir.
Ayrica, desfluran ve sevofluranin olasi genotoksik
etkileri daha 0Once hicbir calismada karsilastirlmamistir.
Biz, calismamizda pediatrik cerrahi anestezisinde sikca
kullanilan sevofluran ve desfluranin genotoksik etkilerini
anestezi sliresi en az 120 dakika olan (ortalama 152,6 dk)
cocuk hasta popllasyonunda (yas ortalamasi 5,5) Comet
Assay yontemiyle arastirdik. Olasi mutajen durumlari ekarte
etmek amaciyla, daha 6nce gentotoksisitesi kanitlanmis
olan, sigara icilen ortamlarda bulunan, sistemik kronik
hastaligi olan, genetik hastaligi olan, kemoterap&tik
ilag kullanan, radyasyona maruz kalmis ve peroperatif
kan tranflzyonu vyapilan hastalari calisma kapsamina
almadik. Anestezi idamesinde mutajenik etkisi olmadigdi
kanitlanmis intravendz ilaglar kullandik. Mutajenite
olusturma potansiyelinin maruz kalma suresiyle iliskili
oldugu soylenen azotprotoksidi kullanmadik. Rastgele
gruplandirdigimiz 26 ¢ocuktan anestezi indiksiyonundan
once aldigimiz 3 mL periferik vendz kani Comet Assay
analizlerini kontrol grubu olarak kabul ettik. inhalasyon
anestezikleri ile daha 6nceden yapilan KKD ve Comet
testlerinde operasyonun 120. dakikasinda genotoksik
etkilerin en ylksek dizeye ulastigl, bazi calismalarda bes
glinde, baz calismalarda 12 glinde operasyon Oncesi
degerlere dondiugl goésterilmistir. Bu nedenle birinci ve
besinci glnli o6rnekler icin bu zaman birimleri referans
alinmistir (9,11,14). Anestezi baslangicindan 1-2 saat
sonra ve anestezi sonrasl birinci giin ve besinci gliinde
alinan kan orneklerini ayni yontemle inceledik. Periferik
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lenfositleri gorsel olarak siniflandirdik ve sayisal objektif
bir deger olan kuyruk faktorl % degerlerini hesapladik.
Bircok calismada Comet Assay yontemi kullanildiginda
sadece kuyruk uzunlugu degerlendirilmesi subjektif olarak
gorsel uzunluk siniflamasi (kuyruksuz, kisa, uzun kuyruk)
seklinde yapilmistir. Oysa bizim c¢alismamizda Comet
siniflamasi yapilmis ve sonrasinda kuyruk yogunlugu,
olusturulmus formille sabiteler kullanilarak daha objektif
bicimde yorumlanmistir. Sonuclan karsilastirdigimizda S
grubu ve D grubunda cesitli zamanlarda anlamli bir fark
gorilmezken, gruplar arasi degerler de benzer bulundu.
Yani, bu ¢alismanin sonucunda, standart bir anestezi slresi
boyunca sevofluran ve desfluran anestezisi uygulanan
cocuk hasta gruplarinin lenfositlerinde ¢ekirdek yapinin
etkilenmeyerek hasarlanmadidi gosterildi.

Eriskinlerde sigara i¢cimi veya uzun slre igilen
ortamlarda bulunulmasi ekarte edilemedidi icin literatlrde
farkli sonuclar elde edilmesi olasi gibi gérilmektedir (20).
Oysa bizim hastalarimizin ¢cocuk olusu ve sigara icilmeyen
ailelerden secilmesi bu faktorl ekarte ettirmektedir. Ayrica
cocuk yas grubu cevrenin kotl etkilerine maruz kalmamis
veya heniz az etkilenmis bir gruptur. Dolayisi ile anestezik
ajanlarin etkilerinin bizim calismamizda daha izole ve daha
objektif sonuca ulastigi dustndlebilir. Nitekim Krause ve
ark. (20) da cocuk yas grubunda sevofluranin genotoksik
etkisinin olmadigini ortaya koymustur. DNA hasarini ortaya
koymada cevre faktorlerinin ekarte edilmesi son derece
onemlidir.

Sonug

Galismamizda, pediatrik anestezide sikca kullanilan
sevofluran ve desfluranin en az 2 saat siiren ameliyatlarda,
Comet Assay yontemine godre genotoksisite yoninden
guvenilir oldugu gosterilmistir.
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