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OZET

Hakimoglu S., Metiltetrahidrofolat rediiktaz gen mutasyonunda azot protoksitin
B12 vitamini ve homosistein diizeyleri iizerine etkisi, Zonguldak Karaelmas
Universitesi Tip Fakiiltesi, Anestezi ve Reanimasyon Tezi. Zonguldak 2010.
Calismamizda azot protoksitin, MTHRF gen mutasyonu olan ve olmayan hastalarda
plazma total homosistein, serum folik asit ve vitamin B12 diizeyleri iizerine etkilerinin
arastirilmasi amaclanmistir.
Etik kurul onay1 ve olgularin yazili onaminin alinmasi ardindan, operasyonu 1-4 saat
stiren, 18-70 yas arast 93 olgu c¢aligmaya alindi. Azot protoksit kullaniminin
kontrendike oldugu hastalar calisma dis1 birakildi. Tiim hastalarin MTHFR gen
mutasyonunu belirlemek amaciyla kan 6rnegi alindi. Anestezi indiiksiyonu 3 mg/kg
propofol ve 1 pg/kg fentanil ile saglandi. Anestezi idamesi 1-2 MAC sevofluran ile
%40 O, %60 N0 olacak sekilde 2 1t/dk tasiyic1 gaz ile saglandi. Hastalarin plazma
total homosistein, serum folik asit ve vitamin B12 diizeyleri analizi igin damar yolu
acilmas1 sonrasinda, anestezinin 60. dakikasinda ve ekstiibasyondan 24 saat sonra
venodz kan ornekleri alindi.
Calismaya dahil edilen 81 olguda, postoperatif vitamin B12 ve folik asit degerlerinin,
preoperatif degerler ile karsilastirildiginda anlamli olarak diistiigi belirlendi
(p<0,05). Postoperatif plazma total homosistein, serum vitamin B12 ve folik asit
diizeylerine MTHRF gen polimorfizminin anlamli bir etkisi olmadigi bulundu
(p>0.05). Postoperatif plazma total homosistein diizeyi, operasyon siiresi 3 saatin
altindaki hastalar ile 3 saatin tstiindeki hastalar karsilastirildiginda anlamli olarak
farkliydi (p=0,028).
Sonug olarak, 3 saatin tizerinde azot protoksit ile genel anestezi uygulanan hastalarda
homosistein diizeylerinin yiikselebilecegini ve postoperatif donemde ndérolojik ve
kardiyak semptomlar konusunda dikkatli olunmasi gerektigini diisiinmekteyiz.
Anahtar Kelimeler: Azotprotoksit, genel anestezi, postoperatif homosistein,
postoperatif ~ vitamin  B12, postoperatif folik asit,

metiltetrahidrofolat rediktaz



ABSTRACT

Hakimoglu S., The effect of nitrous oxide on vitamine B12 and homosistein levels
in methyltetrahydrofolate reductase gene mutation, Zonguldak Karaelmas
University School of Medicine, Anaesthesiology and Reanimation Thesis,
Zonguldak 2010.
In our study, the investigation of the effects of nitrous oxide on plasma total
homosistein, serum folic acid and vitamin B12 levels was aimed in patients with or
without methyltetrahydrofolate reductase (MTHRF) gene mutation.
After obtaining the ethics committee approval and written informed consents of the
patients, 93 patients in between 18-70 years of age and with operation durations of 1-
4 hours were included in the study. The patients with contraindications for nitrous
oxide usage were excluded from the study. Blood samples were obtained from all the
patients for the determination of MTHFR gene mutation. Anaesthesia induction was
achieved with 3 mg/kg of propofol and 1 pg/kg of fentanyl. Anaesthesia
maintenance was performed with 1-2 MAC of sevoflurane and with a carrier gase of
2 L/ min having %40 O, and %60 N,O. Venous blood samples were obtained after
venous canulation, at 60th minute of anaesthesia and 24 hours after extubation for the
analysis of plasma total homosistein, serum folic acid and vitamine B12 levels . In
81 patients included in the study, postoperative vitamine B12 and folic acid levels
were found to be significantly lower when compared with their preoperative levels
(p<0,05). It is found out that MTHRF gene polymorphism has had no significant
effect on postoperative plasma total homosistein, serum vitamine B12 and folic acid
levels (p>0.05). Postoperative plasma total homosistein levels were found to be
significantly different when the patients with operation times lower than 3 hours were
compared with the patients with operation times longer than 3 hours (p=0,028).
In conclusion, we decide that homosistein levels may rise in patients applied general
anesthesia with nitrous oxide longer than 3 hours and attention needed for
neurological and cardiac symptoms in postoperative period.
Key Words: Nitrous oxide, general anaesthesia, postoperative homosistein,
postoperative vitamine B12, postoperative folic acid,
methyltetrahydrofolate reductase
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1. GIRIS VE AMAC

Folik asit metabolizmasinda gorevli Onemli bir enzim olan 5,10-
metilentetrahidrofolat redilktaz (MTHFR), 656 aminoasitten olusan bir
flavoproteindir. Bu enzim folik asit metabolizmasinda gorevli dnemli bir enzimdir.

Insan MTHFR geni 1. kromozomun kisa kolunda 36.3 bélgesinde yer alir (1).

MTHFR gen mutasyonu otozomal resesif bir hastaliktir (2). Bu mutasyon
nedeni ile MTHFR enzim diizeyinde azalma, plazma total homosistein (tHcy)
diizeyi artisina, tromboembolik olaylara ve miyokard enfarktiisii riskinde artisa
neden olabilmektedir (3).

Azot protoksit, giiglii analjezik 6zelligi nedeniyle anestezi uygulamalarinda
yaygin olarak kullanilan tek inorganik bilesiktir (4). Azot protoksitin kullanildig:
genel anestezi uygulamalarinin sonrasinda plazma total homosistein diizeylerinde
artis tespit edilmistir. (3,5). Postoperatif donemde plazma total homosistein
diizeylerindeki artisin 6nemli postoperatif komplikasyonlar olan tromboembolik
olaylar ve miyokard enfaktiisii riskinide arttirdigi belirtilmektedir (6). Azot
protoksitin MTHFR gen mutasyonlu hastalardaki etkilerini arastiran ¢alisma sayisi
kisithdir (2).

Prospektif mendeliyen randomize ve ¢ift kor olarak planlanan ¢aligmamizda,
anestezi pratiginde siklikla kullanilan azot protoksitin, MTHFR gen mutasyonu olan
ve olmayan hastalarda plazma total homosistein, serum folik asit ve serum vitamin

B12 diizeyleri tizerine etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Anestezi

Anestezi s0zcligii, bugiinkii anlaminda ilk kez yunanh filozof Dioscorides
tarafindan kullanilmistir. Anestezi, AN (olumsuzluk) eki ve ESTEZI (duyu, his)

sozcliglinden olusur ve duyarsizlik, hissizlik demektir (7).

2.1.1. Genel anestezi

Genel anestezi vital fonksiyonlarda bir degisiklik olmadan, gegici biling
kayb1 ve refleks aktivitede azalma ile karakterizedir. Bu durum, genel anestezik
etkili ilaglarin santral sinir sisteminde yaptigi, kortikal ve psisik merkezlerden

baslayip asagiya dogru ilerleyen bir depresyonun sonucudur (7).

2.1.2. Anestezik Ilaclar

Genel anestezi uygulamasinda kullanilan ilaglar volatil anestezikler ve
intravendz anestezikler olarak iki ana gruba ayrilmaktadir. Volatil anestezikler genel
anestezide en sik kullanilan ilaglardir. Solunum yolu ile gaz seklinde

uygulanmaktadir (8).
2.1.2.1. Azot protoksit (N,O)
Azot protoksit genel anestezi uygulamalarinda volatil olarak kullanilan tek

inorganik bilesiktir (4). Analjezik etkisi ilk defa Humphry Davy tarafindan
gosterilmistir (9).



2.1.2.1.1. Fiziksel ve kimyasal 6zellikler:

Azot protoksit kontrollii bir sekilde 1sitilan Amonyum Nitrat’dan olusur.
Azot protoksit solunum yollarini irrite etmeyen renksiz ve kokusuz bir gazdir.
Kaynama noktasi -8,5°C, molekiil agirligi 44 gr/mol’diir. Oda 1sisinda buhar basinci
50 atmosferdir. Yanici degildir, fakat 450°C’nin {izerinde azot ve O’ne ayrilarak
yanmayi kolaylastirir. Kan-gaz dagilim katsayisi [0.47] ve Kanda erirligi distiktiir.
Bu 6zellik, etkisinin hizli baslayip hizli sonlanmasiyla ve anestezinin daha kolay

kontrol edilebilmesiyle sonuglanir (10).

2.1.2.1.2. Sistemik Etkileri:

Serebral kan akimi ve serebral kan voliimiinii arttirarak kafa-i¢i basincinda
hafif yiikselme yapar. Serebral oksijen tiiketimini de artirir. Dogrudan etkiyle
miyokard depresyonuna neden olur. Bu etki saglikli bireylerde sempatik aktivitenin
artis1 ile dengelenir. Bu mekanizma, koroner arter hastaligi ya da ciddi hipovolemisi
olanlarda yetersiz kalabilir. Azot protoksit endojen katekolaminleri artirdigi igin
epinefrin kokenli disritmiler sik goriilebilir. Solunum sayisini artirir, tidal volimii
azaltir. Diger inhalasyon ajanlar1 gibi 6nemsiz derecede kas gevsemesi olusturur.
Hepatik ve renal kan akimini azaltir. Muhtemelen medulla oblangatada yer alan
kusma merkezinin ya da kemoreseptor triger zonu uyarmasina bagli olarak,

postoperatif bulant1 ve kusmaya neden oldugu diistiniilmektedir (11).

2.1.2.1.3. Etkilesimleri:

Azot protoksit minimum alveol konsantrasyon (MAK) degerinin [104]
yiiksek olmasi nedeniyle genellikle daha giiclii volatil anesteziklerle birlikte
kullanmilir. ~ Azotprotoksitin  inspiratuar  gaz  karisimi  igerisinde %65
konsantrasyonunda kullanilmasi ile volatil anesteziklerin MAK degerini yaklagik
olarak %50 azaltir (4).



2.1.2.1.4. Eliminasyon

Derlenme sirasinda, N>O’in ¢ok biiyiik bir kismi ekspirasyonla elimine edilir

ve ¢ok kiigiik bir kism1 da deri yoluyla atilir (11).

2.1.2.1.5. Yan etkiler

Azot protoksit, vitamin B12’deki kobalt atomunu geri doniisiimsiiz bir
bigimde okside ederek inaktive eder. Azot protoksitin hiicre fonksiyonlarina toksik
etkisi, vitamin B12’nin inaktivasyonu yoluyladir. Vitamin B12 ile etkileserek
metiyonin sentetazi inhibe etmesi, plazma total homosistein konsantrasyonunda
yiikkselme ile sonuglanir. Hiperhomosisteinemi ise serebrovaskiiler hastalik ve
koroner hastalik i¢in bir risk faktoriidiir. Geri doniistimsiiz metiyonin sentetaz
inaktivasyonu, megaloblastik anemiye ve medulla spinaliste subakut kombine
dejenerasyona da neden olabilir (10).

Miyelin olusumu icin gerekli olan metionin sentetaz ve deoksiriboniikleik
asid (DNA) sentezi i¢in gerekli olan timidilat sentetaz enzimini de geri doniisiimsiiz
bir bigimde inaktive eder. Azot protoksite uzun siire anestezik konsantrasyonlarda
maruz kalma, kemik iligi depresyonu, megaloblastik anemi, norojenik yetersizlik
periferik néropati ve pernisiydz anemi ile sonuglanir (12).

Ayrica, polimorfoniikleer 1okositlerin hareketlerini  ve kemotaksisi
etkileyerek infeksiyonlara immiinolojik yanitlari da degistirebilir (11).

Yapilan ¢aligmalarda, ratlarda N,O’in nérolojik dokuya toksik etki yaptigi ve
bu etkinin GABA’erjik inhibisyonu artiran ilaglarla 6nlenebildigi gosterilmistir (10).

2.1.2.1.6. Kontrendikasyonlari

fleus, pnémoensefali, pndmotoraks, Ostaki borusu tikamkligi ve hava
embolisi gibi bosluklarin i¢ine kolayca diflize olur. Coziintlirliigli fazla oldugu i¢in

viicut doku ve bosluklarinda havanin hapsoldugu tiim durumlarda kontrendikedir



Uzun siiren batin ameliyatlarinda N;O’in gaz igeren alanlara difiizyonu barsak
distansiyonuna, barsak islevinin geri doniisiinde gecikmeye ve cerrahi kosullarin
olumsuz etkilenmesine yol agar (13).

Azot protoksitin hem normal hem de kafa-igi patolojisi olan bireylerde
indirekt vazodilatator etki ile kafa-i¢i basincini artirdigi bilinmektedir (10).

Azot protoksitin koroner perfiizyonu bozulmus olan hastalarda kullanilmast,
sol ventrikiil diyastol sonu basincinda artis ile miyokard kontraktilitesinin belirgin
sekilde azalmasina neden olur. Agir kalp hastalig1 ve latent miyokard yetersizligi
olan hastalarda N,O kullanimindan kaginilmasi gerekir (14).

Ik iki trimesterdeki gebe kadimlarda, in vitro fertilizasyonda ve bagisiklik
sistemi baskilanmis hastalarda DNA sentezinde kanitlanmis zararli etkileri

nedeniyle, kontrendike olarak kabul edilir (15, 16).

2.1.2.1.7. Toksisite

Hayvan deneylerinde embriyotoksik ve teratojenik etkileri bulunmusg
olmasina ragmen, N,O’e eser miktarlarda kronik maruz kalinmasinin ameliyathane
personeli i¢in gergekten tehlikeli olup olmadigi konusu bilimsel olarak tartigsmalidir.
Pek ¢ok iilkede, ¢alisma ortaminda bulunabilecek N,O konsantrasyonu igin izin
verilen bir esik deger belirlenmistir ve belli araliklarla yasal 6l¢iim zorunlulugu
vardir. Ameliyathane atmosferi i¢in izin verilen en yiiksek N,O konsantrasyonu
tilkelere gore 25-100 ppm arasinda degismektedir (15, 17).

Azot protoksit, ozonu nitrik oksit iireterek azaltir ve bdylece kiiresel
isinmaya da katkida bulunur. Anestezi, kiiresel N;O saliniminin %1°den daha

azindan sorumludur (18).

2.1.2.2. Sevofluran

Sevofluran flor ile halojenize edilmis hos kokulu alev almayan ve
patlamayan bir sividir. Kaynama noktasi 58,8°C, buhar basinci 20°C’de 160 mmHg,
partisyon katsayilar1 kan/gaz igin 0,69, yag/gaz igin 47,2°dir. Kan ve dokuda

¢Oziinlirliigliniin diisiik olmasi nedeni ile hizla elimine edilir ve ¢abuk absorbe edilir.



Bu nedenle hizli anestezi indiiksiyonu, kontrol edilebilir anestezi derinligi ve hizli
derlenme saglar. Minimum alveolar konsantrasyon (MAK) degeri %100 oksijen
icinde 2, %60 azot protoksit i¢inde 0.66 olarak bulunmustur (19).

Serebral kan akimi ve kafa i¢i basincini arttirir. Serebral metabolik oksijen
tiiketimini azaltir. Kalp kasmin kasilma giiciinii hafif deprese eder. Desflurana gore
daha az sistemik vazodilatasyon ve kan basincinda diismeye neden olur. Tidal
voliim, solunum sayist ve ekspiryum sonu volimii en az etkileyen volatil
anesteziktir. Hepatik kan akim1 ve O, sunumu korunur (8).

Sevofluranin hizli pulmoner eliminasyonu, metabolizma icin arta kalan
anestezik madde miktarini minimalize etmektedir. Sevofluran %3-5 oraninda
metabolize olmaktadir (19).

Biiyiik bir kism1 karacigerde sitokrom P450’nin 2E1 fraksiyonu tarafindan
deflorine edilmektedir. Oksidasyon sonucu inorganik floriir ve organik floriir
Heksafloroizopropanole (HFIP) ayrisan gegici bir ara bilesik olusturur. HFIP’ 1n
%8’den fazlas1 glukuronid olarak hizla konjuge olur ve idrarla atilir. Karaciger
makromolekiillerine baglanma yetenegi diisiiktiir (19).

Sevofluranin karbondioksit absorbanlar1 ile temasiyla nefrotoksisitesi
kanitlanmig bir {iriin olan Compound A (Pentafluorometoksi izopropil flurometil
eter) meydana gelir. Compound A’ nin birikimi solunum gazi 1sisinin yiiksek
olmasi, diisiik akimli anestezi, kuru baralaym kullanilmasi, yiiksek sevofluran
konsantrasyonu ve uzun siireli anestezi uygulanmasi ile artar (20).

Diisiik oranda metabolize olmasi nedeniyle nefrotoksisite klinik olarak sorun

yaratmamaktadir (8).

2.1.2.3. Propofol

Kimyasal yapisi 2-6-diizopropilfenoldiir. Barbitlirat veya steroid gibi
aromatik ajanlara benzemeyen alkil fenol grubundan anestezik bir ajandir (21).

Anestezi indiiksiyonunda intravenoz olarak 1-2,5 mg/kg dozunda kullanilir.
Intravendz hizli tek bir bolus dozu sonrasinda iki dagilim fazi gdzlenir, hizli fazin
yart omri 1,8-8,3 dakika, yavas fazin yar1t omrii ise 34-64 dakika arasindadir.

Dagilim fazlarinda propofolun hareketi ¢ok kanlanan dokulardan az kanlanan



dokulara dogrudur (22). Yagda erirligi yiiksek olan propofol etkisini bir kol-beyin
dolasim zamanmi iginde gosterir. Propofoliin anestezik veya sedatif etkilerinin
sonlanmasi, santral sinir sisteminden diger dokulara redistribiisyonuna ve hizl
metabolik klirensine baglidir. Hipnozun siiresi 3-10 dakika arasinda degisir.
Derlenme hizli olur. Hasta sakin olarak uyanir ve 4-8 dakika i¢inde oryante olur.

Propofol, diger ilaglarin santral sinir sistemi depresyonu etkisini arttirir.
Arteriyel hipotansiyon kardiyovaskiiler sistem tizerindeki en belirgin etkisidir. Doza
ve uygulama hizina bagh olarak sistolik, diastolik ve ortalama arter basinglarinda
%15-25’e varan diisiisler olabilir. Bu azalma opioidlerle premedike edilmis
hastalarda ve hipertansif olgularda daha belirgindir. Bu kisilerde kan basincinda
%40 civarinda bir azalma meydana gelebilir. Propofol indiiksiyon ve anestezi
idamesi i¢in kullanildiginda kardiyak debi ve vaskiiler rezistans %10-20 oraninda
azalir (23). Arteriyel kan basincindaki diismeye ragmen kalp atim hizinda genellikle
artig goriilmez. Bu etki, barorefleks aktivitenin bozulmasi degil, ilacin sempatolitik
etkisidir (24).

Propofolle anestezi sirasinda bradikardi goriilebilir (25). Kesin mekanizma
tam olarak bilinmemekle birlikte, cerrahi yonteme bagli vagal tonusta artmaya ya da
narkotik ve kas gevsetici kullanimina bagl oldugu sanilmaktadir (26).

Propofol genellikle kardiyak ritim bozukluguna neden olmaz. Giglii bir
opioidle birlikte kullanilmasi ile gilivenli bir uygulama saglar. Ayni zamanda
otonomik sempatik yanit azalir (21).

Propofol, doz ve enjeksiyon hizina bagl olarak, tiyopental ve metoheksitale
gore daha uzun siireli bir apne meydana getirir. Anestezi indiiksiyonu i¢in propofol
verilen hastalarin %70’inde apne 60 saniyeden uzun siirmektedir. Tiyopental verilen
hastalarda ise bu oranin sadece %28,6 oldugu bildirilmektedir (23).

Propofol plazma proteinlerine %97-98 oraninda baglanir (22). Karaciger
tarafindan metabolize edilir (23). Hicbir metabolitinin aktivitesi yoktur ve

metabolitleri bobrekler tarafindan atilir (21).



2.1.2.4. Midazolam

Klinik uygulamaya en son giren intravenéz benzodiazepindir. Suda
eriyebilirligi diazepam ve lorazepamdan daha fazladir. Midazolam intravendz
uygulamadan sonra 2-3 dakika iginde biling kaybina neden olur (4).

Benzodiazepinler santral sinir  sisteminde spesifik benzodiazepin
reseptorlerine baglanarak etki ederler. Bu reseptorler gamma aminobiitirik asit
(GABA) reseptorlerine ¢ok yakindir. Santral sinir sisteminde iki tip benzodiazepin
reseptOrii tanimlanmugtir: Tip I reseptorler postsinaptiktir ve serebellumda bulunur.
Tip II reseptorler ise presinaptiktir ve kortekste bulunur. Benzodiazepinler direkt
GABA-mimetik etki gdstermezler ancak, GABA'nin kendi reseptorlerine afinitesini
artirirlar. Barbitiiratlardan farkli olarak GABA'nin depolarizan etkisi ile agilan klor
iyon kanallariin sayisini artirir, fakat stireyi etkilemezler (27).

Anksiyolitik, sedatif ve antikonviilzan etkileri vardir, santral yolla kas
gevsemesi ve anterograt amnezi yaparlar. Genelde bu ajanlar normal kisilerde
kardiyovaskiiler sistem lizerinde ¢ok az etki gosterirler. Yiiksek dozlarda minimal
bir solunum depresyonuna neden olurlar. Noromuskiiler iletimde klinikte 6nemli bir
depresyona neden olmazlar. Siiksinilkolini etkilemez, nondepolarizanlarin etkisini
uzatirlar (4).

Midazolam karacigerde metabolize edilir. Hepatik enzimler yolu ile once

okside edilir, daha sonra metabolitleri konjiige edilerek idrarla atilir (4)

2.1.2.5. Fentanil

Fenilpiperidinin sentetik bir derivesi olan fentanil’in kimyasal ismi N-(1-
fentanil—4-piperidil) propionanilid’dir. Morfinden 100-300 kez daha giiclidiir ve
yan etkileri daha azdir (28).

Etkisi 30—60 saniye i¢inde baslar ve 30 dakika siirer. Maksimum analjezik
etki diizeyi 3—-6 dakika i¢inde saglanir. Solunum depresyonu en fazla 5-15 dakika
arasinda goriiliir. Tekrarlayan wuygulamalarda ise eliminasyon yar1 Omrii

uzayacagindan derlenme siiresi gecikir (29).



Yagda ¢oziiniirliigii oldukga yiiksektir. Fentanil, kan-beyin bariyerini
morfinden 156 kat daha hizli gecebilir. Etki baglama siiresi kisadir, fakat adipoz
dokuda ve iskelet kasi gibi inaktif dokularda biiyiik miktarlarda birikmesi yavas
salmim etkisi yapar. Fentanil’in eliminasyon yart Oomrii 2-4 saat oldugu
bildirilmektedir (23).

Fentanil, serebral kan akimi ve serebral metabolizmay1 azaltir. Bu nedenle
intrakraniyal basinci yiiksek olan hastalarda kafa i¢i basincini diisiirmek i¢in uygun
bir ajandir. Fentanil analjezik ve anestezik dozlarda, zayif sol ventrikiil fonksiyonu
olan hastalarda bile hipotansiyona nadiren neden olur ve genellikle vagal
stimiilasyona bagli bradikardi sonucu olusur. Miyokard kontraktilitesinde ¢ok az ya
da hig degisiklik olusturmaz (29).

Fentanil esit dozdaki dolantin ve morfinden ¢ok daha hizli ve daha kisa siireli
bir solunum depresyonu olusturur. Yasl hastalar solunum depresyonu etkilerine
daha hassastir. Morfinin histamin salic1 etkisi, bulanti-kusma yapict etkisi,
bronkokonstriksiyon ve solunum yolu salgilarinda artis etkisi fentanilden daha
fazladir. Bu nedenle fentanil astmatik veya bronkospastik hastada en iyi opioid
analjezik ve anestezik olarak 6nerilmektedir (30).

Fentanil diisiik dozda (1-2 pg/kg) analjezi saglamak igin, 2—-10 ug/kg dozda
entiibasyon sirasinda veya cerrahi uyaranlara karsi olusan hemodinamik yaniti
onlemek icin volatil anesteziklerle birlikte, 50-100 pg/kg gibi yiiksek dozda ise tek
bagina genel anestezi saglamak i¢in kullanilabilir (28).

Plazma proteinlerine %80 oraninda baglanir ve akcigerlerden ilk gegis
eliminasyonuna ugrar. Albumine, alfa ve beta globulinlere baglanir. Karacigerde N-
dealkilasyon ve hidroksilasyona ugrayarak metabolize olur. Norfentanil primer
metabolitidir (31).

2.1.3. Vekuronyum

Vekuronyum, nondepolarizan noéromuskiiler bloga neden olan bir kas
gevseticidir. Vekuronyumun entiibasyon dozu 0.08—0.12 mg/kg’dir. 15-20 dakikada
bir 0.01 mg/kg’lik ilave dozlarin uygulanmasi veya 1-3 pg/kg/dakika’lik inflizyon

ile intraoperatif gevseme saglanir. Yiiksek dozlarda dahi 6nemli kardiyovaskiiler



etkilere yol agmaz. Primer olarak safra yoluyla, ikincil olarak da (%25) bobreklerden

atilir. Cok az bir kismi da karacigerde metabolize edilir (4).

2.2. Metiltetrahidrofolat Rediiktaz

5,10-metilentetrahidrofolat rediiktaz enzimi, 656 aminoasitten olusan
flavoprotein olup folik asit metabolizmasinda goérevli Onemli bir enzimdir.
Sitoplazmik bir protein olup, iki altbirimden olusan homodimer yapidadir. 70
kDa’luk kiigiik alt birimlere sahip izoform karacigerden, 77 kDa’luk biiyiik alt
birimlere sahip izoform ise diger dokulardan purifiye edilmistir. Memeli enzimi
kendisine nonkovalent olarak bagli Flavin Adenin Diniikleotid (FAD) koenzimi
igerir, Nikotin Adenin Diniikleotid Fosfat (NADPH)’in metilentetrahidrofolata
transferini bu koenzim saglar (32-37).

2.2.1. Klinik Etkileri

Metiltetrahidrofolat  rediiktaz ~ enzimi,  homosisteinin  remetilasyon
dongiisiinde gorev yapar. MTHFR enzimi, 5-10 MTHEF’1 geri doniisiimsiiz olarak 5
MTHEF’ye doniistiriir. 5 MTHF, DNA metilasyonu ve metiyonin sentezi i¢in metil
grubu saglar. Bunun i¢in 5 MTHF, metil grubunu vererek homosisteinin
dontigiimiinde rol oynar. 5-10 MTHF ise deoksiiiridilatin timidilata déniisiimiinde
kullanilirken bir taraftan da piirin sentezi i¢in 10-formil THF’ye okside olmaktadir.
Metiltetrahidrofolat rediiktaz geninde meydana gelen mutasyon olusmasi enzim
aktivitesini azaltmaktadir (33).

Metiltetrahidrofolat rediiktaz enzim aktivitesinin azalmasi1 sonucunda 5
MTHF diizeyi de azalmakta, 5-10 MTHF miktar1 ile plazma homosistein diizeyi
artmaktadir. Metiltetrahidrofolat rediiktaz enziminin eksikliginde klinik semptomlar
genis bir dagilim gostermektedir (32-37).

Hiperhomosisteinemi ve homosistiniirinin ortaya ¢iktigi ciddi MTHFR
eksikliginde, periferal noropati, gelisme geriligi, hipotoni, inme, tromboz gibi klinik
ozellikler goriiliir (32,36,37).
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2.2.2. Gen Mutasyonlari

Folat kobalamin metabolizmasindaki en sik goriilen dogustan kalitsal bir
bozukluklar MTHFR  defektleridir. Bu enzimdeki aktivite  eksikligi
“hiperhomosisteinemi” ve “homosistiniiri” ’ye sebep olmaktadir. Enzimi kodlayan
genin 677 pozisyonunda yer alan tek nokta baz degisimi (C>T) ve 1298
pozisyonunda yer alan tek nokta baz degisimi (A>C) glutamat alanine doniisiimiine
neden olarak MTHFR aktivitesini azaltmaktadir. C677T ve A1298C mutasyonlari
birlikte noral tiip defektlerinin 6nemli bir risk faktorii ve plazmada homosistein
seviyesinin artmasina ve buna bagl olarak trombozise sebep olabilmektedir. Insan
MTHFR geni kromozom 1°de (1p36.3) lokalizedir ve bu genin N-terminal ucunun

yapisi tamamen agiklanamamustir (32-34,36,37).

2.2.2.1. C677T Mutasyonu

Homosistein diizeylerinin artisina yol agan MTHFR ’nin termolabil formunun
senteziyle sonuclanan, enzimin katalitik bolgesinde alanin-valin degisiminden
sorumlu, MTHFR genindeki 677. niikleotidde C-T polimorfizmini igeren MTHFR
677 C-T mutasyonu olduk¢a siktir. Beyaz irkin %60°1t MTHFR allelini tasir ve
bunun %5-15’i homozigottur (34).

Metiltetrahidrofolat rediiktaz geni 677 mutasyonunda, CC (Alanin/Alanin)
homozigot normal, CT (Alanin/Valin) heterozigot ve TT (Valin/Valin) homozigot
mutant genotipler goriilmektedir (33,34,36).

Metiltetrahidrofolat rediiktaz geni 677 mutasyonunda, MTHFR aktivitesi,
homozigot mutant TT genotipinde, heterozigot CT ve homozigot normal CC
genotiplerine goére azalirken, homosistein diizeyi Onemli oranda yiikselir.
Metiltetrahidrofolat rediiktaz eksikliginde, homosisteinden metiyonin olusumundaki
bir bozukluk, organizmayr metiyonin (ve S-adenozilmetiyonin) azalmasina ve
homosistein birikiminden dogan toksik etkilere maruz birakir. Hollandali, periferal,

koroner veya serebral vaskiiler hastaligi olan 190 hastada yapilan arastirmada, 677
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CT ya da 677 TT genotipinde 677 CC genotipli bireylere géore MTHFR aktivitesi
onemli oranda diismiis, homosistein seviyeleri yiikselmistir (33,34,36,37).

Jee ve ark’nin (36) bir c¢alismasinda Japonya’da kardiyovaskiiler
hastaliklarin artisi ile 677 CT polimorfizmi arasinda bir iliski oldugu bulunmustur.
Yine Morita ve ark.(37) inme Oykiisii bulunan 256 hasta ve bu 6ykiisii bulunmayan
325 hasta ile yaptiklart ¢alismada, TT genotipi ile inme arasinda 6nemli derecede
iliski oldugu ileri stiriilmiistiir. Bu ¢alismada plazma total homosistein seviyelerinin,
CC veya CT genotipli hastalara gore, TT genotipli hastalarda daha yiiksek oldugu
belirlenmistir (37).

2.2.2.2. A1298C Mutasyonu

Metiltetrahidrofolat rediiktaz geninde belirlenen bagka bir mutasyon da,
enzimi kodlayan genin 7. ekzondaki 1298. niikleotid olan A (Adenin)’in C
(Sitozin)’e degisimi sonucu, MTHFR proteinindeki Glutamin’in Alanin’e
degisimine neden olan nokta mutasyonudur ve enzimin C-ug regiilatér bolgesinde
etkilidir (34,37).

Diger mutasyon tipinde oldugu gibi MTHFR nin aktivitesi azalir. A1298C
polimorfizminin, plazma total homosistein konsantrasyonundaki artisi MTHFR
C677T mutasyonu kadar etkilemedigi ileri siiriilse de, bu mutasyonun 6nemi heniiz

tam olarak agiklanamamistir (32,33,36).

2.2.2.3. A1298C ve C677T Kombinasyonu

Metiltetrahidrofolat rediiktaz geninde A1298C ve C677T mutasyon sikligi
popiilasyonlara gore ve yasla birlikte 6nemli farklilik gostermektedir (33).

A1298C ve C677T mutasyonlarinin birlikte heterozigot oldugu durumda,
MTHFR enzim aktivitesi, her iki allelin normal homozigot oldugu durumdaki enzim
aktivitesinin %50-60’1 kadardir. Bu aktivite, C677T mutasyonunun heterozigot
bireylerinin enzim aktivitesinden daha dusiiktiir (32-34,36).

Metiltetrahidrofolat rediiktaz geninde 677T/1298C heterezigot durumunun
birlikte bulundugu bireylerde, noral tiip defektlerinde énemli bir artis oldugu ileri
stirtilmiistiir (32,33).
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A1298C mutasyonu, MTHFR enziminin C-ug regiilator bolgesinde meydana
gelmesine karsilik, C677T mutasyonu genin N-ug katalitik bolgesinde meydana
gelmesi sebebiyle A1298C mutasyonlu bireylerde MTHFR enzim aktivitesindeki
azalma C677T mutasyonlu bireylerin enzim aktivitesinden daha az olmaktadir (36,
36,38,38).

677CC/1298CC genotipine sahip bireylerde 677CC/1298AA genotipli
bireylere gore plazma total homosisteininde azalma oldugu agiklanmistir. Tek basina
677 homozigot mutasyonlu (TT) genotipine sahip bireylerde de plazma homosisteini
onemli diizeyde artmaktadir (32,34).

Van Der Put ve ark., (39) yaptiklart bir ¢alismada, her iki mutasyon
bakimindan ¢ift heterozigot olan (A1298C/C677T) bireylerde total plazma
homosistein konsantrasyonunun 6nemli derecede arttigini belirtmislerdir.

Ulkemizde Dikmen ve ark., (40), 203 iskemik inmeli hasta ve 55 saglikli
kontrol tizerinde yapmis olduklari bir ¢calismada, inme olusumunda MTHFR C677T
ve A1298C mutasyonlarmin direkt etkisinin olmadigmni, ancak C677T
mutasyonunun inme olusumunda bir risk faktorii olan homosistein artis1 iizerine
A1298C mutasyonuna gore daha etkili oldugunu belirtmislerdir.

Metiltetrahidrofolat rediiktaz aktiviteleri 677CC/1298AC ve 677CC/1298CC
genotiplerindeki hastalar ile 677CC/1298AA genotipine sahip hastalar enzim
aktivitesi acgisindan karsilastirildiginda sirasiyla %60-92 ve %52-66 olarak
olgtildigi bildirilmistir. (32,33).

2.3. Homosistein

Homosistein metiyonin metabolizmasimin bir triintidir. Stlfir igeren bir
aminoasittir. Homosistein, diyetle alinan ve endojen proteinlerden sentezlenen
esansiyel bir aminoasit olan metioninin metil gurubu alinmis bir tiirevidir.
Metiyoninden metabolize olan tiyollii esansiyel bir aminoasittir (41). Homosistein
remetilasyon veya transsiilfirasyon yoluyla olmak iizere iki sekilde metabolize
olmaktadir (42,43). Homosisteinin yaklasik %350 ’si normal hiicre igin iki
remetilasyon yoluyla tekrar metil gurubu alarak metiyonine cevrilir (44).

Remetilasyon yolu satiire oldugunda veya sistemin yetersiz oldugu durumlarda
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homosistein, sistatyon f—sentaz (CBS) tarafindan sistatyona g¢evrilmektedir. Sistein
stilfat formuna metabolize olabilir ve idrarla ekstrete edilebilmektedir (42,45).
Homosistein insan plazmasinda birkag formda olur. Proteinlere disiilfid
baglar1 ile baghdir ve yaklasik %70-80‘i temel olarak albumindir. Geri kalan
homosistein oksidlenerek dimerler (homosistin) veya sisteinle birleserek mikst
distilfidler olusturur. Bagli olmayan homosistein tiirleri ise baglica homosistein-

sistin ve homosistein-homosistein disiilfitleri seklinde bulunur (41).

| Remetilasyon yolu |
[

Tetrahidrofolat S
(THF) my  Metiyonin [ DNA

RMA

N, -dimetil glisin - S-adenosil metiyoni S Protein
5,10-metlen  Folat MS C BHMT  metiyonin * Metil Transferaz
tetrahidrofolat siklusu [B4al siklusu ] —

{CH; THF) Betain S-adenosil homosistain SCHy

\\_, 5-metil tetra- __ ‘/
MTHFR hidrofolat
{CH3THF) —
CBS | Bg
Sistatiyonin
CBS  Sistatiyonin B-sentaz CYs l By 1 Transsiiffirasyon yolu]
CYS  ysistatiyonaz Sistein
MS Metiyonin sentaz
MTHFR  Metilen tetra hidrofolat rediktaz =
Silfat (S047)

Sekil 1. Homosistein metabolizmasi (46)

2.3.1. Klinik Etkileri

Plazma total aglik homosistein (tHcy) diizeyi saglikli popiilasyonda 5-15
umol/L arasinda bildirilmistir. Genetik ve edinsel bir¢ok faktérden etkilenmektedir.

Erkeklerde daha yiiksek plazma tHcy’e sahip olup, yasla birlikte plazma
tHcy diizeyi artmaktadir. Bu durum kismen vitamin diizeylerine bagli olmasina
karsin cinsiyet hormonlariin etkisi ile de olusabilmektedir. Kadinlarda ise plazma
tHcy seviyeleri, menopozdan sonra artmaktadir (47).

Postmenopozal dénemde kadinlarda saptanan yiiksek tHcy seviyeleri

menopoz sonrasi goriilen istenmeyen kardiyovaskiiler olaylarin sikligindaki artisi
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aciklayabilir. Saghikli premenopozal ve postmenopozal kadinlarda tek basina
progesteron veya Ostrojen progesteron kombine hormon replasman tedavisi, plazma
tHcy seviyelerini distiriir. Bu da risklerin azaltilmasina yardimci olabilir (44).

Plazma total homosistein seviyeleri kardiyovaskiiler hastaligi olan ve
olmayan yasl popiilasyonda artmaktadir. Yasli olgulardaki artmis tHcy diizeyinin
patogenezinde folik asit, vitamin B6 ve vitamin B12 anormalliklerinin 6nemli rol
oynadig diisiiniilmektedir. Istenmeyen kardiyovaskiiler olaylar ve yiiksek plazma
total homosistein seviyeleri arasindaki iliski yasl kisilerde 6nem kazanmaktadir. 65
yas ve lzerindeki koroner arter hastaligi olan kisiler ayn1 yas grubundaki saglikli
kisilere gore daha yiiksek tHcy seviyesine sahiptir. Koroner arter hastaligi olan yasl
erkeklerin %43’iinde yiiksek plazma tHcy seviyeleri (17umol/L) goriilmesine karsin
koroner arter hastaligi olmayanlarda bu oran %15°tir. Ciddi karotid arter darligi
olmayan hastalarda bu oran %20 olarak bulunmustur (48,49).

Total homosistein seviyesinin giiglii bir gostergesi renal fonksiyondur. Renal
fonksiyonlardaki fizyolojik azalma kismen yasin etkisini de agiklayabilir (50).

Plazma total homosistein (tHcy) ile diyetle alinan vitamin B6, vitamin B12
ve folik asit diizeyi ters orantilidir. Fizyolojik aktivite ile tHcy seviyesi diiserken
asirt sigara, alkol ve kafeinli kahve icen kisilerde tHcy seviyesi yiikselir. Kronik
alkoliklerde, etanoliin vitamin durumunu etkilemesi sonucu tHcy seviyesi artarken
orta derecede etanol tiiketenlerde tHcy seviyesi diismektedir. Yapilan diger bir
caligmada sigara tiikketimi yiikselmis homosistein diizeyleri ile iliskili ¢ikmustir (51).

Sistatyon beta sentaz eksikligi gibi transsiilfiirasyon bozukluklari, vitamin
B12 transport bozuklugu, vitamin B12 koenzim sentez bozuklugu, 5 -10 MTHF
eksikligi veya bozuklugu gibi remetilasyon bozukluklar1 kalitsal bozukluklar
hiperhomosisteminin nedenleridir (44).

Metilen tetrahidrofolat rediiktaz 677C—T mutasyonu gibi genetik faktorler
termolabilite, aktivite azalmas1 ve 6zellikle diisiik folik asitli diyet sonunda aglik
hiperhomosisteinemisine neden olur (52).

Metiltetrahidrofolat rediiktaz geni agisindan homozigot olanlar genetik
bakimdan koroner arter hastaligi (KAH) igin bir risk grubu olarak kabul etmektedir
(53). Metiltetrahidrofolat rediiktaz geninin T677T genotipi KAH i¢in bagimsiz bir

risk faktorii kabul edilmemekle birlikte, koroner aterosklerozun yayginligi ve
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plazma total homosistein diizeyleri, 6zellikle de plazma folik asit diizeyi toplum

ortalamasinin altinda ise 6nemli bir gosterge olabilecegi bildirilmektedir (54).

2.3.2. Plazma Homosisteininin Normal Degerleri

Insan  plazmasindaki total homosisteinin  genellikle ~ %98-99’unu
homosisteinin okside formlar1 olusturur (55).

Saglikli yetigkinlerde total homosistein konsantrasyonu plazmada 5-15
umol/L, serumda ise 13—18 umol/L olarak tespit edilmistir. Pediatrik hastalardaki
normal degeri 3,7-10,3 pmol/L ‘dir. Bazi c¢alismalarda, total homosistein
konsantrasyonunun 10-15 umol/L arasinda seyrederken koroner arter hastalik
riskinin devam ettigi gosterilmistir. Bu sebeple, bazi yazarlar normalin iist sinirimi
10 umol/L ya da daha diisikk olarak bildirmektedir. Folik asit, vitamin B12 ve
vitamin B6 ile optimal beslenmeye ragmen bu istenen seviyeye ulagsmak miimkiin
olmayabilir. Koroner, serebrovaskiiler ve periferal vaskiiler hastalikli bireylerde
genellikle 12-25 pmol/L arasi hafif bir homosisteinemi gézlenmektedir. Renal
fonksiyon bozulursa veya renal hastaligin son sathasindaysa, total homosistein 25—
50 umol/L arast orta seviyedeki konsantrasyonlara erisebilmektedir (56).

Kardiyovaskiiler hastaliklar igin yiiksek riskli hastalarda hedef diizey 10
umol/L’den az olmalidir (57).

2.3.3. Hiperhomosisteinemi ve Kardiyovaskiiler Hastaliklar

Kardiyovaskiiler hastaliklar pek c¢ok iilkede mortalitenin 6nde gelen
nedenidir. Homosistiniirilerde prematiire tromboembolizm ve aterosklerozun sik
goriildiigli  gozlendikten sonra ilk kez 1975 yilinda Mc Cully tarafindan
“aterosklerozda homosistein teorisi” One siiriilmiis ve homosisteinin vaskiiler
hastaliklara yol agabilecegi hipotezi gelistirilmistir (58)

Plazma total homosisteininin koroner serebral ve periferik vaskiiler
hastaliklar i¢in bir risk faktorii olarak kolesterol sigara ve sismanlik gibi diger major
risk faktorleri arasina son bes yil i¢inde girmistir. Homosistein giliniimiizde

kardiyovaskiiler, serebrovaskiiler ve periferal vaskiiler hastaliklar i¢cin doza bagimli
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bir tarzda etkili olan diger risk faktorlerinden bagimsiz major bir risk faktorii olarak
kabul edilmektedir (59).

Homosistein ile son yillarda yapilan ¢alismalarda hiperhomosisteineminin
direkt olarak vaskiiler endotel hiicrelerinde hasara neden olabildigi, endotelin
antikoagiilan 06zelligini prokoagiilana doniistiirebildigi ve in vitro diiz kas
hiicrelerinde proliferasyona neden olabildigi gosterilmistir (60).

Cok sayida retrospektif vaka kontrol c¢alismasinda hafif, orta
homosisteineminin KAH, inme ve periferik damar hastaligi i¢in bir risk faktori

oldugu tanimlanmistir (61,62).

2.3.4. Homosistein ve Vitamin Diizeyi Iliskisi

Folat viicuttaki tiim hiicrelerde degisik bigimlerde gorevi olan vitamindir.
Tetra hidroksi folik asit (FH4) folik asitin biyolojik aktif ko-enzim formudur (63).

Giinliik folik asit ihtiyaglar yasa gore farklilik gostermektedir; 0—6 ay arasi
bebeklerin giinde 40 pg, 7-12 aylik bebeklerin 60 pg, 1-12 yas arasi ¢ocuklar i¢in
giinde 100 pg ve 13 yastan biiyiiklerin ise giinde 200400 pg folik asit almalari
onerilmektedir (64).

Gliniimiizde Avrupa’da ve Amerika Birlesik Devletleri’'nde yapilan
calismalarda kardiyovaskiiler hastaligi olan ve plazma total homosistein diizeyleri
etkili bir sekilde diistiriiliip takip edilen kisilerde mortalite ve morbidite oranlarinin
daha diisiik olacag: belirtilmektedir. Bu iilkelerdeki deneyleri etkileyen en onemli
faktor, plazma total homosisteinin major destekleyicisi olan folik asitin besin
kaynaklara eklenmesidir. Bu arada homosistein ile folik asit, vitamin B12 ve
vitamin B6 arasindaki iliski ¢cok onemlidir. Ciinkii bu vitaminlerle optimal beslenen
kisilerde daha diisiik total plazma homosistein konsantrasyonu elde edilmektedir.
Genetik problemler veya vitamin yetersizliklerinde yiikselmis homosistein
konsantrasyonlari ortaya ¢ikabilir (65-67).

Homosistein diyetle almman metionin metabolizmasi sonucu ortaya
cikmaktadir. Metionin metabolizmasi sirasinda degisik enzimler rol alirken, vitamin
B12, vitamin B6 ve folik asit gibi vitaminler kofaktor olarak goérev almaktadir.

Serum homosistein diizeyleri ile bu vitaminler arasinda ters iliski gosterilmistir (68-
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71). Koroner arter hastaligi i¢in risk grubunda olanlara verilecek olan vitamin B12
ve folik asit destegi, tromboembolik olaylarin azalmasina neden olabilmektedir (71).

Klinik ¢alismalara gore folat ve vitamin B12 desteginin yiikselmis plazma
total homosistein diizeylerinde diisiise neden oldugu gosterilmistir. Bu enzim
aktivitelerinin eksikligi hiperhomosisteinemi ve homosistiniiri ile sonuglanir. Ayrica
vitamin B12, B6 ve folik asit eksikligi homosistein metabolizmasini etkileyerek,

sirkiile olan plazma diizeylerini artirir (72).
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamiz, Zonguldak Karaelmas Universitesi Tip Fakiiltesi Hastane Etik
Kurulu onay1 alindiktan sonra, Temmuz 2008-Temmuz 2009 tarihleri arasinda
Anesteziyoloji ve Reanimasyon Anabilim Dali’nda gerceklestirildi. Operasyon
stiresi 1-4 saat siiren ve genel anestezi alan, 18-70 yas arasi, 93 eriskin hasta
‘Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu’ okutulup, yazilim onam alinmasinin ardindan
caligmaya alindi.

Kalp, bobrek (kreatinin>1,3 mg/dl), karaciger yetmezligi, vitamin B12
eksikligi (<150 pg/ml), serum folik asit eksikligi (<3 ng/ml) siddetli anemisi olan
hastalar(<8 g/dl), gebe ve, laktasyon doneminde olan hastalar ¢aligmaya alinmadi.
Ayrica azot protoksit kullaniminin kontrendike oldugu pndémotoraks, mekanik
barsak tikanikligi, orta kulak tikanikligi, laparoskopik cerrahi, intrakranial basing
yiiksekligi gibi olgular ve operasyon Oncesi vitamin B12 veya folik asit kullanan
hastalar ¢calisma dis1 birakildi.

Tiim hastalara standart olarak ameliyattan bir saat once 0.07 mg/kg
intramuskuler midazolam ile premedikasyon uygulandi.

Tiim hastalara non-dominant el sirtindan 18 Gauche intraket ile damar yolu
acildi. Tiim hastalara indiiksiyondan 6nce 5—7 ml/kg ringer laktat ile siv1 replasmant
ve 3 dakika siireyle 10 1/dk %100 oksijen ile preoksijenasyon uygulandi.

Operasyon odasina aliman hastalarin monitérizasyonu ADU (Datex-Ohmeda®
S/5  Anestezi Monitér, USA) anestezi cihazt ile 5 derivasyonlu yiizey
elektrokardiyogram (EKG, DII), periferik oksijen saturasyonu (SpO,) ve noninvaziv
arteriyel kan basinci ile yapildu.

Anestezi indiiksiyonu 3 mg/kg propofol (Pofol®, Fresenius Kabi AB,
Sweden) ve 1 pg/kg fentanil (Fentanyl Citrate® Hospira Inc. USA) ile saglandi. Kas
gevsetici olarak vekuronyum (Norcuron® N.V. Organon, Holland) 0,1 mg/kg dozda
verildikten 3 dk sonra entiibasyon yapildi. Entiibasyonu takiben taze gaz akimi 10
dakika 4L/dk olarak uygulandi. Ardindan anestezi idamesi 1-2 MAC sevofluran
(Sevorane Likit® Abbot, USA) ile %40 O, %60 N,O ile 2 lt/dk taze gaz akimi
olacak sekilde saglandi. Ventilasyon tidal volim (TV) 6-8 ml/kg, I:E oram 1:2,
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solunum frekansi ise Et CO,, 35-40 mmHg arasinda tutulacak sekilde ayarlandi.
FiO, degeri %30-35 arasinda korundu. Operasyon bitmeden son cilt siitiiriine
baslandiginda anestezikler kesilerek hasta %100 O, ile ventile edildi. Kas gevsetici
etkisi 0,05 mg/kg neostigmin (Neostigmin Ampul® Adeka, Tiirkiye) ve 0,01 mg/kg
atropin (Atropin Siilfat® 1 ml amp, Biofarma, Tiirkiye) ile antagonize edildi. Yeterli
tidal voliim ve koruyucu hava yolu refleksleri dondiikten sonra olgular ekstiibe
edildi. Tiim hastalarin operasyon sonunda ekstiibasyon zamanlar1 kayit edildi.

Postoperatif agr1 kontrolii, operasyon bitiminden 15 dk once 1 mg/kg’dan
tramadol (Ultramex®, Adeka, Tiirkiye) kullanilarak saglandi.

Tiim hastalardan damar yolu agilmasini takiben 2 adet EDTA’ tiipe, 2’ser
ml vendz kan 6rnegi alindi. Ayrica hastalarin plazma total homosistein, seum folik
asit, serum vitamin B12 diizeylerinin analizi i¢in gerekli vendz kan 6rnekleri damar
yolu agilmasini takiben, anestezinin 60. dakikasinda ve ekstiibasyondan 24 saat
sonra alind1.

Tiim hastalar MTHFR gen polimorfizmi agisindan gruplandirildi. Gruplar
demografik veriler, operasyon siiresi, preoperatif BUN, kreatinin, albumin, folik
asit, vitamin B12 ve plazma total homosistein seviyeleri agisindan karsilastirildi.
Ayrica hastalar operasyon siiresi 3 saatin alt1 ve 3 saatin lizeri olmak iizere
gruplandirildt  ve plazma total homosistein seviyeleri agisindan yeniden

karsilastirildi.

3.1. Genetik Analiz

3.1.1.Periferik kandan DNA elde edilmesi

Gen polimorfizminin belirlenmesi igin EDTA’l1 tiiplere alinan kan 6rnekleri
dondurularak (-80°C) de DNA eldesi ve genetik analiz yapilincaya dek muhafaza
edildi.

Olgularin DNA izolasyonu, NucleoSpin® Blood (Kart. no: 740 951.250)
DNA Izolasyon Kiti kullanilarak yapild. Kit i¢inde bulunan ve 1,5 ml hacime sahip
tiiplerin i¢ine konan 250 pl kan tizerine 250 ul Buffer BL, 5 ul RNase A ve 25 pl

proteaz enzimi eklendi ve bu karisim 10 saniye vortekslendikten sonra 42°C’ye
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ayarlanmig su banyosunda 25 dakika inkiibe edildi. Siire bitiminde su banyosundan
alman tiiplerin tizerine 260 pl saf alkol eklendi ve HiBind® DNA spin kolona
aktarildi. Dakikada 10.000 devir hiz ile 1 dakika santrifiij edildikten sonra, alttaki
tip atilarak yeni tiip kondu ve spin kolondaki igerigin tlizerine 500 ul HB Buffer
ilave edildi. Santrifiij agsamas1 tekrarlandiktan sonra 650 pul Wash Buffer eklendi ve 1
dakika santrifiij edildi. Wash Buffer ile yikama asamasi tekrarlandiktan ve spinler
yeni tiipe yerlestirildikten sonra 70 °C’ye ayarlanmis inkiibatorde 1sitilmis 100 ul
Elution Buffer eklendi. Dakikada 10.000 devir hiz ile 1 dakika yapilan santrifiij
sonrast tiipler degistirilmeden yine 100 pl Elution Buffer konarak son kez 10.000
devir/dak ile 1 dakika santrifiij edildi. Ustteki spin kolon atilarak alttaki tiipte
bulunan DNA yeni tiipe aktarildi ve bu asamalarin sonucunda yaklasik 40—60 ng/ul
konsantrasyonda 200 ul DNA elde edildi. Elde edilen DNA, Dr. Zeydanli Real-Time
MTHFR analiz testi (Kart. No: DZ677/DZ1298), iiretici firma protokoliine uyularak
C677T ve A1298C mutasyonlari agisindan arastirildi.

3.1.2.Testin Prensibi

Her hasta i¢in patenti alinmis 677 veya 1298 Normal ve 677 veya 1298
Mutant olmak tizere dort mastermiks c¢alisildi. Kit patenti alinmig tek niikleotit
degisimlerinin (SNP) analizinde kullanilan 5’ niikleaz polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) igin dzel olarak hazirlanmig kullanima hazir kimyasallar saglamaktadir. Test

kiti MTHFR C677T / A1298C sekans spesifik primerler ve prob icin hazirlanmigtir.

3.1.3.Testin Icerigi
e 677-1298 Normal PCR mastermiks

e 677-1298 Mutant PCR mastermiks
e Hot Start Tag DNA Polimeraz

21



3.1.4.Testin Hazirlanmasi

1. 20,5 pl hacimde kullanima hazir mutant ve normal mastermiks 0,2 ml
thermowell optik PCR tiiplerine veya striplerine konuldu.

2. Her normal ve mutant mastermiks tiipiine 0,3 pul Hot Start Taq DNA
Polimeraz ve 4,5 ul DNA eklendi.

3. Pipetlenerek tamamen karigmasi saglandi.

4. Asagidaki program ile ¢aligildu.

3.1.5.PCR Programi

\
95°C 5 dk
95°C 15s > 32 dongii
60°C 1dk
_J
3.1.6.Analiz

Calisma tamamlandiktan sonra elde edilen wveriler ilgili program
(STRATAGENE®, MxPro™ QPCR Software Instruction Manual, Mx3000P™
QPCR Systems, Software Version 3.00) kullanilarak analiz edidi.

Analiz sonuglar1 asagidaki standart amplifikasyon dagilimlarini iceren Orneklerle

karsilastirilip (Sekil 2-4) degerlendirildi.
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Sekil 2. Normal amplifikasyon dagilimi:
Normal mikste pik var, Mutant mikste pik yok

F uorespence (dRn)

Sekil 3. Heterozigot amplifikasyon dagilim:
Hem normal mikste hem de mutant mikste pik var
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Amplification Plots

Sekil 4. Homozigot Mutant amplifikasyon dagilimi:
Normal mikste pik yok, Mutant mikste pik var

3.2.Biyokimyasal Analiz:

Serum folik asit ve vitamin B12 6l¢timii igin jelli biyokimya tiiplerine alinan drnekler
5000 devir / dakika da 5 dakika santrifiij edilerek serumlar1 ayristirildi. Homosistein
Olgtimii icin EDTA’l1 hemogram tiiplerine alinan &rnekler 5000 devir / dakika’da 5
dakika santrifiij edilerek plazmalarina ayristirildi. Tim O6rnekler dondurularak
caligma yapilana dek -80°C’de muhafaza edildi. Serum folik asit ve vitamin B12
IMMULITE® 2000 (Siemens, Germany) cihazinda kemiliiminesans ydntemiyle
kompetitiv immiinokimyasal prensip ile folik asit i¢in pg/ml, vitamin B12 i¢in ise
ng/ml olarak 6lgiildii. Plazma total homosistein degerleri ZinMass® Homocysteine
LC-MS/MS analiz kiti (ZIVAK, Tirkiye) yiiksek basingli sivi kromotografisi
(HPLC) ile izokratik yontem ile florasan dedektor kullanilarak pmol/L olarak
olgiildii. BUN, kreatinin ve albumin ADVIA 2400 (Siemens, Germany ) otoanalizor

cihaz1 kullanilarak mg/dl olarak o6l¢iildii.
3.3.Postoperatif takip:
Hastalar postoperatif ilk 24 saat tromboembolik olay, myokardial iskeminin

semptomlar1 (gogiis agris1 ve elektrokardiografide yeni Q dalga ve ST segment

degisiklikleri) a¢isindan takip edildi.
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3.4.Istatistiksel analiz

Istatistiksel degerlendirme SPSS (versiyon 13.0) programi kullanilarak yapildi.
Sayisal degiskenlerin normal dagilima uygunluklart Kolmogorov-Smirnov testi ile
incelendi. Metiltetrahidrofolat rediiktaz gen polimorfizmine gore gruplandirildiginda
gruplar arasinda yas, boy, kilo, operasyon siiresi, BUN, albiimin, kreatinin degerleri
acisindan farkliligin belirlenmesi amaciyla Kruskal-Wallis testi kullanildi. Gruplarin
cinsiyet dagilimlar1 Ki-kare testi ile incelendi. Grup i¢i degerlendirmede vitamin
B12, folik asit ve homosistein diizeylerinin preoperatif ve postoperatif degerleri igin
Wilcoxon testi uygulandi. Tiim gruplarin vitamin B12, folik asit ve homosistein
degerlerinin preoperatif ve postoperatif diizeyleri gruplar arasindaki farkin
belirlenmesi amaciyla tekrarlayan Olgiimlerde varyans analizi kullanildi. Hastalari
operasyon siiresine gore gruplandirildiginda 3 saat alt1 ve 3 saat {istii icin Mann-
Whitney U testi ile yapildi. Sonuglar %95 giiven araliginda degerlendirildi ve p<0.05

degeri anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismaya toplam 93 hasta dahil edildi. Hastalarin 8’1 vitamin B12 diizeylerinin 150
pg/ml degerinin altinda, 4’1 de folik asit diizeyleri 3 ng/ml degerinin altinda olmas1
nedeniyle calisma dis1 birakildu.

Calismaya dahil edilen 81 hastanin yas ortalamalar1 41.09+13.59 olarak belirlendi.
Hastalarin 49 (%60,5)’u kadin, 32 (%39,5)’u erkekti.

MTHFR polimorfizimleri incelendiginde 12 (%14.8) hastada polimorfizm
bulunmadig: belirlendi. Olgularin 17 (%21)’sinde 677 CT/1298 AC mutasyonu, 13
(%16)’tinde 677 TT/1298 AA mutasyonu, 14 (%17,3)’inde 677 CT/1298 AA
mutasyonu, 13 (% 16)’iinde 677 CC/1298 AC mutasyonu ve 12 (%14,8)’sinde 677
CC/1298 CC mutasyonu tespit edildi (Tablo 1).

Tablo 1. Olgularda gozlenen MTHFR gen mutasyonlarinin dagilim

MTHFR 1298 Genotipi

MTHFR 677 Normal Heterozigot Homozigot Toplam
Genotipi AA AC CcC

N % N % N % n %
Normal 12 14,8 13 16 12 14,8 37 45,6
CcC
Heterozigot 14 17,3 17 21 0 0 31 38,3
CT
Homozigot 13 16 0 0 0 0 13 16
TT
Toplam 39 48,1 30 37 12 14,8 81 100

C677C ; normal, C677T; heterozigot, T677T; homozigot, A1298A; normal, A1298C;
heterozigot, C1298C; homozigot

Hastalar MTHFR gen mutasyonlarina gore gruplandirildi ve gruplar arasinda
preoperatif serum BUN, kreatinin ve albumin degerlerine gore farklilik bulunmadig:
belirlendi (Tablo 2).
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Tablo 2. Gruplarda preoperatif BUN, Kreatinin ve albiimin degerleri (ort.£SS)

Mutasyon BUN P Kreatinin P Albiimin p
677/1298 (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
CC/AA n=12 32,11+6,72 0,73+0,20 4,11+0,44
CT/AC n=17 30,01£9,71 0,78+0,16 4,08+0,26
CT/AANn=14 26,66+11,61 | 0,274 0,76+0,16 0,351 4,05+0,51 0,790
TT/AA n=13 27,18+12,38 0,70+0,13 4,29+0,40
CC/AC n=13 32,07+9,34 0,74+0,19 4,19+0,42
CC/CCn=12 27,76+£9,91 0,69+0,21 4,01+0,20

C677C ; normal, C677T; heterozigot, T677T; homozigot, A1298A; normal, A1298C;
heterozigot, C1298C; homozigot

Gruplarda yas, kilo, boy ve operasyon siireleri arasinda anlamli farklilik

bulunmamaktadir (Tablo 3).

Tablo 3. Gruplarda yas, boy, kilo ve operasyon siiresi degerleri (ort.+SS)

Mutasyon Yas P Kilo P Boy P Op. Siiresi P
677/1298

CC/AA 48,91+13,46 79,50+21,86 167,25+9,95 112,50+66,62
n=12

CT/IAC 44,11+14,34 68,05+11,22 166,11+6,06 105,88+57,23
n=17

TT/AA 38,84+12,62 71,07+10,63 163,69+6,47 110,76+56,63
n=13

CT/AA 39,14+15,06 | 0,274 74,07£13,37 | 0,351 167,71+8,78 | 0,790 87,85+£34,23 | 0,908
n=14

CCI/IAC 38,00+13,47 66,92+14,86 165,00+6,70 101,53+56,83
n=13

Ccicc 37,08+10,09 74,83+12,38 166,16+6,56 150+35,03
n=12

C677C ; normal, C677T; heterozigot, T677T; homozigot, A1298A; normal, A1298C;
heterozigot, C1298C; homozigot

Calismaya alinan olgulardan, 677 ve 1298 genlerinden herhangi birinde homozigot
mutasyon bulunan hastalar ile 677 ve 1298 genlerinden herhangi birinde heterozigot
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mutasyon bulunan veya normal hastalar arasinda preoperatif yas, boy, kilo, vitamin
B12, folik asit, homosistein degerleri ve operasyon siireleri agisindan istatistiksel

olarak fark saptanmadi (Tablo 4).

Tablo 4. Tiim homozigot hastalar ve diger hastalarin preoperatif degerleri
(ort.£SS)

Toplam
hasta(n=81)

Homozigot
hastalar (n=25)

Heterozigot veya p
normal (n=56)

Yas (yil) 41,20+13,86 38,00+11,28 42.48+14,38 0,203
Boy (cm) 166+7,36 164,88+6,50 166,50+7,72 0,358
Agirhik (kg) 72,09+14,46 72,88+11,42 71,75+15,71 0,598
Operasyon siiresi ~ 103,70+51,53 108+ 46,63 101,78+53,87 0,338
(dakika)

BUN (mg/dl) 29,29:10,07 27,46=11,03 30,10+9,60 0,242
Kreatinin (mg/dl) ~ 0,74+0,17 0,69+0,17 0,76+0,17 0,187
Albiimin (g/dl) 4,12+0,38 4,16+0,34 4,10+0,40 0,728
B12 (pg/ml) 305,72 £167,40 285,88+188,24 314,58+158,23 0,166
Folik asit (ng/ml) ~ 9,03+4,28 7,96+2,85 9,51+4,72 0,222
Homosistein 13,89+5,17 14,98+6,48 13,40+4.,45 0,563
(pmol/L)

Tim hastalarin, preoperatif serum vitamin B12 diizeyinin 305,72+167,40 pg/ml
oldugu, postoperatif donemde serum vitamin B12 diizeyinin 288,59+138 pg/ml
degerine diistiigli belirlendi. Olgularda Olgiilen serum vitamin B2 diizeyinin
preoperatif degeri ile postoperatif degeri arasinda anlamli farkliik mevcuttu
(p=0,029). Ayn sekilde 81 olgunun tamami serum folik asit degisiklikleri acisindan
karsilastirildiginda, preoperatif serum folik asit diizeyr 9,03+4,28 ng/ml’den
postoperatif donemde 8,37+3,74 pg/ml degerine diistiigli goriildii. Olgularda 6l¢iilen
serum folik asit diizeylerinin preoperatif degeri ile postoperatif degeri arasinda
anlaml farkliik mevcuttu (p=0,026). Olgularda o6l¢iilen homosistein diizeyleri
degerlendirildiginde, preoperatif plazma total homosistein degeri ortalamasi

13,89£5,17 pumol/l iken, postoperatif donemde Olgiilen plazma total homosistein
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degeri ortalamasi 15,06+£11,67 umol/l olarak bulundu. Postoperatif donemde plazma
total homosistein diizeylerinde artis olmasina ragmen, preoperatif plazma total
homosistein diizeyleri ile postoperatif plazma total homosistein diizeyleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunamadi (Tablo 5).

Tablo 5. Tiim hastalarin (n=81) preoperatif ve postoperatif serum Vitamin B12,
seum folik asit ve plazma total homosistein degerleri (ort.=SS)

Preoperatif Postoperatif P
24. saat.
Vitamin B12 305,72+167,40 288,59+138* 0,029
(pg/ml)
Folik asit 9,03+4,28 8,37+3,74** 0,026
(ng/ml)
Homosistein 13,89+5,17 15,06+11,67 0,323
(rmol/l)

*p<0,05 preoperatif vitamin B12 - postoperatif vitamin B12
** n<0,05 preoperatif folik asit - postoperatif folik

MTHRF mutasyonlarina gére ayrilan gruplar arasinda preoperatif ve postoperatif

vitamin B12, folik asit ve homosistein degegerleri acisindan anlamli farkliliga

rastlanmadi (Tablo 6).
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Tablo 6. Gruplara gore preoperatif ve postoperatif plazma total homosistein,
serum folik asit, serum vitamin B12 degisiklikleri (ort.£SS)

Mutasyon Homosistein (umol/L) Folik asit (ng/dl) Vitamin B12 (pg/dl)

677/1298 Preopertif Postoperatif P Preoperatif Postoperatif p Preopeatif Postoperatif P
CC/AA 13,08+3,89 13,32+6,98 0,556 | 10,59%4,09 8,95%4,19 0,084 | 333,16£153,84 302,83+122,47 0,091
n=12
CT/AC 13,25%2,89 12,66%4,47 0,518 | 8,76+3,02 8,56%2,29 0,670 | 377,94+223,38 355,41+197,94 0,298
n=17
TT/AA 16,53%7,41 19,70+12,43 0,552 | 7,82+3,45 7,38+5,03 0,221 | 287,61+145,25 257,46193,96 0,133
n=13
CT/AA 13,30%5,08 14,63%7,28 0,126 | 8,11+2,16 8,06+2,55 0,937 | 284,00+232,99 276,50+183,58 0,965
n=14
CC/AC 13,24+7,08 11,50%5,67 0,154 | 9,9445,93 8,8243,46 0,345 | 270,76+102,05 257,4656,81 0,944
n=13
cc/cc 13,30%5,08 14,63+7,28 0,126 | 8,11#2,16 8,06%2,55 0,937 | 284,00£232,99 276,50+183,58 0,965
n=12
Tiim homozigot 14,98+6,48 17,26x10,40 0,170 | 7,96+2,85 15,51+37,99 0,270 | 285,88+188,24 266,60+141,26 0,284
n=25
Tiim diger 13,40%4,45 14,08+12,16 0,673 | 9,51+4,72 8,66%3,63 0,023 | 314,58%158,23 298,41+136,80 0,082
n=56

*p<0,05 heterozigot veya normal olan hastalarda preoperatif ve postoperatif folik asit diizeyleri

C677C; normal, C677T; heterozigot, T677T; homozigot, A1298A;normal, A1298C; heterozigot, C1298C; homozigot
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Operasyon siirelerinin, preoperatif ve postoperatif serum vitamin B12, serum folik
asit ve plazma total homosistein diizeylerine etkisi incelendi. Calismaya dahil edilen
81 olgu, anestezi uygulama siiresine gore 3 saat altt (n=67, %82,7) ve 3 saat istii
(n=14, %17,3) olarak gruplandirildiginda, gruplar arasinda yas, cinsiyet agirlik, boy
acisindan anlamli farklilik bulunmadi. Anestezi uygulama siiresi 3 saatin iizerindeKi
hastalarda, 3 saatin altindakilere gore postoperatif serum homosistein degerleri

istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (p=0,028) (Tablo 7).

Tablo7. Operasyon siiresi ile preoperatif ve postoperatif serum vitamin B12,
serum folik asit, plazma total homosistein degisiklikleri (ort.£SS)

< 3 saat n=67 > 3 saat n=14 p
Preoperatif 314,92+177,50 261,71+99,83 0,385
Vitamin B12 (pg/ml)
Postoperatif 297,02+144,99 248,21+92,22 0,214
Vitamin B12 (ng/ml)
Preoperatif 9,28+4,54 7,81+2,43 0,336
Folik asit (ng/ml)
Postoperatif 8,63+3,89 7,12+2,65 0,277
Folik asit (ng/ml)
Preoperatif 13,32+4,49 16,5817,24 0,082
Homosistein (umol/L)
Intraoperatif 12,92+5,02 15,98+8,58 0,248
Homosistein (umol/L)
Postoperatif 14,18+11,96 19,27+9,44* 0,028

Homosistein (umol/L)

*p<0,05= Operasyon siiresi 3 saat< olan hastalar

Postoperatif donemde 24 saat boyunca hastalarimizin higbirinde tromboembolik olay

veya myokardial iskemi bulgularina rastlanmadi.
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5. TARTISMA

Calismamizda, 1-4 saat siireyle azot protoksit iceren genel anestezi
uygulamasi sonrasinda, olgularimizin serum vitamin B12 ve folik asit diizeylerinin,
anlaml olarak distiigii belirlendi (p<0,05). Operasyon siiresi 3 saatin iistiinde olan
olgularimizda, postoperatif plazma total homosistein diizeyinin, operasyon siiresi 3
saat altinda olan olgularimizla kiyaslandiginda anlamli olarak yiiksek oldugu
(p<0,05) ve MTHFR gen polimorfizminin postoperatif plazma total homosistein
diizeyleri lizerinde anlamli bir etkisi olmadig belirlendi.

Metiltetrahidrofolat rediiktaz eksikligi, ndrolojik semptomlar, prematiir
ateroskleroz, ven ve arter trombozunu iceren otozomal resesif bir hastaliktir. Toplam
29 adet MTHFR mutasyonu bildirilmistir. Bu mutasyon MTHFR enzim
aktivitesinde ciddi yetersizlik ile iliskili bulunmustur. Bu mutasyonlarda enzim
aktivitesinin, kontrol enzim aktivitesinin  %0-30’u arasinda  bulundugu
bildirilmektedir (3).

Mutasyonlar i¢inde en onemlisinin C677T oldugu bildirilmektedir. Son
zamanlarda ciddi MTHFR yetersizligi goriilen durumda cis konfigiirasyonunda 677
C—T varyantt ile beraber oldugu gosterilmistir (73).

Ikinci sik goriilen polimorfizm, 1298 A>C baskalasimidir ve MTHFR nin
regiilator bolgesinde yer alan Glutamat’in Alanin’e doniigiimii izlenir. Bu
baskalasim enzim aktivitesini azaltir, ama C677T allel degisimi kadar belirgin
degildir. In vitro kosullarda A1298C alleli homozigot olan bireylerde enzim
aktivitesi %40 kadar azalmistir. Ancak plazma total homosistein diizeyleri
kontrollere gore yiiksek degildir (74,75).

Avrupa, Orta Dogu ve Japonya’da MTHFR geninin heterozigot mutasyonuna
%3040, homozigot mutasyonu ise %1015 oraninda rastlandigi rapor edilmistir
(76). Amerikanlarda MTHFR mutasyonu prevalansinin %5’den daha az oranda
oldugu bildirilmistir. Meksika’da MTHRF homozigot mutasyonunun %35 oraninda
goriildiigii ve homozigot mutasyonun enzim aktivitesinde %50-60 azalmaya neden
oldugu bildirilmistir (77). Weisberg ve ark. (77) ise, genel populasyonun %15—
20’sinin MTHFR varyantlarinin biri agisindan heterozigot oldugunu gostermistir.

Ulkemizde de degisik hastaliklardla MTHFR gen mutasyonu prevalansinin
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arastirildigr ¢aligmalarda farkli prevalans sonuglari elde edilmistir (54,78,79).
Yilmaz ve ark. (54) yaptiklar1 ¢calismalarinda koroner arter hastaligi olan 79 hasta ve
koroner arter hastaligi olmayan 93 hastay1 karsilastirmislardir. Kontrol grubunda
MTHFR C677T geninde heterozigot mutasyonu 44 (%47,3), homozigot mutasyonu
6 (%6,5) olguda gosterilmistir. Koroner arter hastaligi olan hastalarda ise MTHFR
C677T geninde heterozigot mutasyonu 32 (%40,5) ve homozigot mutasyonu ise 7
(%8,9) olarak rapor edilmistir (54).

Dolek ve ark., (79) yaptiklar1 bir ¢alismada da tromboz 6ykiisii bulunan 270
hastadan 170 (%63,2)’inde, tromboz Oykiisii bulunmayan 114 kisiden 64
(%56,1)’iinde homozigot veya heterozigot MTHFR A1298C mutasyonu
bulunmustur. C677T mutasyonu ise tromboz Oykiisii bulunanlardan 134
(%49,8)’linde, tromboz Oykiisii bulunmayan 114 hastadan 45 (%39,5)’inde
homozigot veya heterozigot 6zellik gosterilmistir (79).

Akar ve ark.’nin (78) 2000 yilinda yaptiklari bir ¢alismada derin ven
trombozu (DVT) olan 68 hastayr ve DVT &ykiisii olmayan 66 hastayt MTHFR ve
Faktor V Leiden mutasyonu ile DVT yatkinlig1 agisindan karsilastirmiglardir. Derin
ven trombozu olan grupta MTHFR C677T geninde heterozigot mutasyon 33
(%48,5), homozigot mutasyon ise 5 (%7,4) vakada gosterilmistir. Kontrol grubunda
ise MTHFR C677T geninde heterozigot mutasyona 19 (%28,8) ve homozigot
mutasyona da 7 (%10,6) olguda rastlanmistir. Metiltetrahidrofolat rediiktaz A1298C
geninde ise DVT grubunda heterozigot mutasyon 34 (%50), homozigot mutasyon
ise 4 (%5,9) vakada gostermislerdir. Kontrol grubunda ise MTHFR A1298C geninde
heterozigot mutasyona 29 (%43,9) ve homozigot mutasyona da 4 (%6,06) olguda
rastlandigini rapor etmislerdir (78).

Yaptigimiz literatiir ¢alismasinda, lilkemizde hospitalize cerrahi hastalarinda
MTHFR gen mutasyon prevalanst ile ilgili veriye rastlanmamustir.

Calismamiza dahil edilen hastalann MTHFR gen polimorfizimleri
incelendiginde 12 (%14.8) hastada polimorfizm bulunmadig: belirlendi. Olgularin
17 (%21)’sinde 677 CT/1298 AC mutasyonu, 13 (%16)’inde 677 TT/1298 AA
mutasyonu, 14 (%17,3)’tinde 677 CT/1298 AA mutasyonu, 13 (%16)’iinde 677
CC/1298 AC mutasyonu ve 12 (%14,8)’sinde 677 CC/1298 CC mutasyonu tespit
edildi.
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Yapilan ¢alismalarda MTHFR C677T ve A1298C mutasyonlarinin birlikte
bulunmasinin MTHFR aktivitesinin %40-50 oraninda azalmasina,
hiperhomosisteinemi gelisimine ve plazma folik asit diizeylerinin azalmasina neden
oldugu rapor edilmistir (74,75). Calismamizda genetik analizini yaptigimiz 81
hastadan 17 (%21)’sinde 677 ve 1298 allellerinde kombine mutasyon goriilmiistiir

Orlin ve ark., (80) yaptiklart ¢alismalarinda Kuzey Amerika’da her yil
yaklasik 45 milyon kisiye genel anestezi uygulandigini, bu olgularin yarisinda da
N.O’in kullanildigin1 bildirmislerdir. Klinigimizde yapilan bir ¢alismada ise bir
yillik siirede toplam 4265 hastanin opere oldugu, bu hastalarin 3158’ine genel
anestezi uygulandigi, genel anestezi uygulanan hastalarin 3115’inde ise azot
protoksit uygulandig bildirilmistir (81).

Metiyoninin aktive formu olan s-adenozilmetiyonin bir¢ok biyokimyasal
reaksiyonda metilasyon i¢in substrat olarak kullanilmaktadir. Ge¢mis ¢aligmalarda
azot protoksitin, vitamin B12’nin kobalt atomunu geri doniisiimsiiz sekilde okside
ettigi ve bu inhibisyonun kobalamin bagimli enzim olan metiyonin sentetaz
aktivitesinin inhibe olmasiyla sonuglandigi bildirilmistir. (82).

Amos ve ark., (83) minumum 2 saat siiren N,O uygulanan cerrahi
prosediirden sonra 50 hastanin 18 inde megaloblastik degisiklikler goriildiiglini
bildirmiglerdir. Bununla birlikte ciddi hastaligi olanlardaki megaloblastik
degisiklikler ile N,O’ya maruz kalma arasinda biiyiik bir korelasyon goriildiigiinii
rapor etmislerdir (83).

Cohen ve ark., (84) azot protoksit anestezisi sonrasinda 2 olguda yiiriiyiis
bozuklugu ve azalmis propriosepsion ile ortaya ¢ikan spinal kord toksisitesi rapor
etmiglerdir. Bu iki olgu parenteral hidroksikobalamin verilerek azalmis metiyonin
sentetaz aktivitesinin diizelmesi saglanmigtir (84).

Felmet ve ark. (85) da yaptiklar1 olgu sunumunda, laparoskopik orsiopeksi
operasyonu uygulanan ve izofloran ile azot protoksitin kullanildig1 pediatrik hastada
anestezi uygulamasindan 6 glin sonra letarji, ates ve hareket bozuklugu
goriildiigiinii, hastaya 2 hafta boyunca vitamin B12 tedavisi uygulanmasi ile klinik
ve laboratuvar diizelme saglandigini bildirmisler ve bu olguda azot protoksit
maruziyetinin preoperatif donemde vitamin B12 eksikligi olan infantlarda tehlikeli

sonuglar dogurabilecegini ileri slirmiislerdir (85).
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McNeely ve ark.’da (86) benzer sekilde skafosefali nedeniyle izofloran ve
azot protoksit anestezisi ile opere edilmis 4 aylik bir infantta operasyondan 3 hafta
sonra hipotoni, asidoz, dehidratasyon, daha sonra da tasipne ve letarji gelistigini,
Olgiilen serum vitamin B12 seviyesinin diisiik, plazma total homosistein
seviyelerinin ise yiiksek oldugunu bildirmiglerdir. Calismacilar hastaya vitamin B12
tedavisi baslanmasi sonrasi bulgularin geriledigini belirtmislerdir. Olguda etiyoloji
arastirildiginda, olgunun annesinin siki vejeteryan oldugu ve bu tiir vakalarda azot
protoksitten kaginilmasi gerektigini rapor etmislerdir (86).

Krajewski ve ark. (87) tarafindan yapilan baska bir ¢alismada da, N,O’e
maruz kalan 95 ameliyat hemsiresi, NoO maruziyeti bulunmayan 90 saglikli olgu
karsilastirildiginda hematolojik parametreler ve folik asit diizeyi agisindan fark
bulunmamasina karsin vitamin B12 diizeylerinin diisiik ve plazma total homosistein
diizeylerinin yiiksek oldugu belirlenmistir.

El Otmani ve ark. (88) tarafindan 65 yasinda bilinen hastalik Oykiisi
olmayan bir hastada N,O kullanilan anestezisi yonetimi sonrasi postoperatif
16.giinde hafiza kayb1 ve ylirlime bozuklugu goriilen bir vaka rapor edilmistir. Bu
hastanin norolojik muayenesinde omurilik kombine dejenerasyon sendromu ile
uyumlu parapleji saptanmig ve zaman iginde bilissel islev bozukluklar1 goriilmiistiir.
Hastada Biermer hastaligina sekonder vitamin B12 eksikligi tespit edilmistir.
Intraoperatif donemde N,O maruziyetinin mevcut yetersizligi arttirdig1 rapor
edilmistir (88).

Royston ve ark. (89) tarafindan yapilan bir ¢alismada da N,O kullanilmasiyla
metiyonin sentaz aktivitesinin inhibe oldugu bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada olusan
inaktivasyonun yart zamanin 46 dakika oldugu belirtmis ve N,O verilmeye
baslandiktan 200 dakika sonra rezidilel metiyonin sentaz aktivitesinin sifira
yaklastig1 gosterilmisdir. Deneysel ¢alismalarda da N,O ya maruz kalan fare, rat ve
domuzlarda enzim aktivitesinin normal diizeylere gelebilmesi igin 4 giin veya daha
fazla zaman gerektigi bildirilmistir (90-93).

Riedel ve ark. (94) kiiltiir hiicrelerinde N,O’nun yaptigi metiyonin sentetaz
aktivitesi inhibisyonun geri doniisiimsiiz oldugunu gostermis ve enzim aktivitesinin
lyilesmesi icin denovo sentezin gerektigini bildirilmislerdir.

Calismamizda da azot protoksit uyguladigimiz olgularimizda postoperatif 24.
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saatte serum vitamin B12 diizeylerinin preoperatif donemde 6lgiilen serum vitamin
B12 diizeyi ile karsilastirildiginda anlaml olarak diistiigii gosterilmistir (p<0,05).

Cesitli calismalarda N,O’nun plazma total homosistein seviyesini arttirdigi
gosterilmis (95-97). Mynless ve ark. (98), N,O anestezisi sonrasinda 24. saatte
endoteliyal fonksiyon ve total plazma homosistein seviyelerini Olgmislerdir.
Calismaya 59 hasta dahil edilmis, 25 hastaya %70 N,O uygulanmis, 34 hastaya ise
N.O verilmemistir. Azot protoksit uygulanan grupta postoperatif donemde
endoteliyal fonksiyonun anlami olarak bozuldugu ve plazma total homosistein
diizeyinin anlamli olarak arttig1 rapor edilmistir (98).

Azot protoksitin indiikledigi plazma total homosistein yiikselmesinin
mekanizmasi1 komplekstir. Vitamin B12 metiyonin sentetaz fonksiyonu igin gerekli
bir kofaktordiir. Azot protoksit, vitamin B12’deki cob (I)’i (kobalt atomu) cob (III)
formuna dondistiiriir, cob (III)’de hizlica cob (I) ile birleserek kobalaminin okside
formu olan cob (II)’e doniisiir. Boylece N,O kobalt atomunu okside ederek vitamin
B 12’yi inaktive eder. Azot protoksit direkt olarak geri dondiiriileblir sekilde
metiyonin sentetazi inhibe ederek homosisteinin metiyonine doniisiimiinii engeller
ve homosisteinin plazma konsantrasyonu artar (99).

Calismamizda gruplart demografik verileri ve preoperatif BUN, Kkreatinin ve
albumin degerleri agisindan da degerlendirdik. Gruplarda bu degerler agisindan
Nagele ve ark.‘nin (2) ¢alismalarina benzer olarak farkliliga rastlanmamustir.

Olgular operasyon siiresi agisindan 3 saat alt1 ve 3 saat iistii operasyonlar
olarak gruplandirildiginda, gruplar arasinda preoperatif plazma total homositein
diizeyleri arasinda fark yok iken, postoperatif homosistein diizeyleri 3 saatin
izerinde operasyon siiresi olan hastalarda anlamli olarak ytiksektir. Bu bulgu da bize
postoperatif plazma total homosistein artisinda azot protoksit maruziyet siiresinin
onemli oldugunu diisiindiirmektedir.

Metiltetrahidrofolat rediiktaz gen mutasyonu ve enzim eksikligi bulunan
hastalarda azot protoksit maruziyetinin etkileri de dnemli bir aragtirma konusudur.
Gecmis ¢alismalarda MTHFR mutasyonu olan hastalarda, N,O kullaniminin folik
asit siklus enzimlerinde anormalliklere yol agtigi bildirilmistir (2,3,5,100-102)
Bununla birlikte MTHFR gen mutasyonu, postoperatif plazma total homosistein

diizeyleri tizerine etkilerine yonelik ¢alismalar sinirlidir (2).
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Yapilan bir olgu sunumunda, Selzer ve ark. (5) 5,10-metiltetrahidrofolate
rediiktaz eksikligi olan ve mortal sonuglanan bir vakayr sunmuslardir. Bu olgu
sunumunda indiiksiyon sonrast %0,75 halotan ve %60 N,O ile anestezi yonetimi
uygulanan ve anesteziden 17 giin sonra apne ve nobet epizotlar1 gelismistir. Hastaya
yapilan biyokimyasal analizlerde, plazma homosistein seviyesinin ciddi derecede
yiiksek oldugu bildirilmistir. Hastada postmortem donemde fibroblast kiiltiriinde
MTHFR enzim aktivitesi bakilmis ve kontrol degerlere gore yaklasik %75 oraninda
azaldig1 rapor edilmistir. MTHFR gen polimorfizmi taramasinda, kendisinde,
annesinde ve kardesinde 677C—T ve 1298A—C allelerinin ikiside heterozigot
oldugu belirlenmistir (5). Selzer ve ark. (5) sunduklari bu olguda, MTHFR
mutasyonu ve N,O ile iligkili metiyonin sentetaz enzim defekti beraberliginin
hastanin 6liim sebebi olabilecegini ileri siirmiislerdir.

Metiltetrahidrofolat rediiktaz enzim eksikliginin postoperatif plazma total
homosistein diizeylerine etkisinin arastirildigi randomize, prospektif caligmalar ise
siirhdir (2). Nagele ve ark.’nin (2) yaptiklari ¢alismada 2 saatin tizerinde %66 N,O
ile anestezisi uygulanan 140 hastada iki MTHFR gen mutasyonunun (677 C>T ve
1298 A>T) postoperatif plazma total homosistein, serum vitamin B12 ve folik asit
diizeyleri Tlizerine etkilerini arastirmislardir. Calismada, postoperatif plazma
homosistein diizeyinin preoperatif diizeye gore anlamli olarak arttigi bildirilmistir.
Ayni galigmada homozigot olarak C677T yada A1298C MTHFR gen mutasyonunu
tasiyan olgularda, postoperatif total plazma homosistein konsantrasyonlarmin bu
mutasyonu homozigot olarak tasimayan olgulardan anlamli yiiksek oldugu
vurgulanmistir. Bu calismada plazma folik asit diizeyi agisindan MTHFR gen
mutasyonuna gore gruplanan hastalar arasinda fark bulunmamistir. Calismada ayrica
postoperatif donemde vitamin B12 diizeyinin de homozigot hastalarda daha ¢ok
olmakla beraber tiim hastalarda diistiigi gosterilmistir (2).

Nagele ve ark. (2) calismalarinda dort saatten daha uzun siire NoO’ya maruz
kalmis 16 hastada plazma total homosistein konsantrasyonlarinin 8,1 pmol/L’den
14,6 pmol/L’ya yiikseldigi ve bu artisin daha kisa siire azot protoksite maruz
kalanlara gore daha fazla oldugunu gostermislerdir. Calismacilar uzun siire azot
protoksit maruziyetinin, plazma total homosistein diizeyi iizerine etkisinin MTHFR

gen mutasyonundan bagimsiz bir faktor oldugunu vurgulamislardir (2).
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Calismamizda da 1-4 saat azot protoksit anestezisi alan hastalarimizda
postoperatif donemde serum vitamin B12 diizeyinde diisme ve plazma total
homosistein diizeyinde ylikselme olmasina ragmen, MTHFR C677T ve A1298C gen
polimorfizmlerinin postoperatif serum vitamin-B12, folik asit ve total homosistein
diizeyleri iizerine anlamli etkisi olmadigi bulunmustur. Bununla birlikte Nagele ve
ark.’nin (2) da bildirdigi gibi, uzun siire azot protoksit ile anestezi uygulanan
hastalarda plazma total homosistein diizeyinde anlamli artis bulunmaktaydi.
Calismamizda da azot protoksit maruziyet siiresi, plazma total homosistein
diizeylerini MTHRF gen mutasyonundan bagimsiz olarak etkileyen bir faktor olarak
dikkati ¢ekmektedir. Bununla birlikte c¢alismamiz ile Nagela ve ark., (2)
calismalarinda farkli sonuclarin elde edilmesinin, her iki calismaya dahil edilen
hastalarin ortalama anestezi siirelerinin farkliligi ve caligmalarda biyokimyasal
analiz i¢in Ornek alinma zamanlarinin farklihig ile iligkili olabilecegini
diisiinmekteyiz.

Calismamizin en 6nemli kisithhigi ise, ¢alismamiza alinan olgu sayimizin
yapilan testlerin yiiksek maliyeti nedeniyle az olmasidir; ki bunun caligma

sonuclarini etkileyebilecek faktorler arasinda oldugunu diistinmekteyiz.
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6. SONUCLAR

Prospektif, mendeliyen randomize ve ¢ift kor olarak uygulanan
calismamizda, 1-4 saat arasi azot protoksit iceren genel anestezi uygulamasi
sonrasinda:

1. Postoperatif donemde serum vitamin B12 ve serum folik asit diizeyleri,
preoperatif olarak oOlgiilen degerler ile karsilastirildiginda anlamli olarak
diismiistiir.

2. Plazma homosistein diizeylerinde postoperatif donemde artis gzlenmesine
ragmen, preoperatif degerler ile karsilagtirildiginda belirlenen artig
istatistiksel olarak anlamli degildir.

3. MTHRF gen polimorfizminin postoperatif plazma total homosistein, serum
vitamin B12 ve serum folik asit diizeyleri ilizerinde istatistiksel olarak
anlamli bir etkisi bulunmamaktadir.

4. Operasyon siiresi 3 saati gegtiginde postoperatif plazma total homosistein

diizeyi anlamli olarak yiikselmektedir.

Sonug olarak, 3 saatin iizerinde azot protoksit ile genel anestezi uygulanan hastalarda
homosistein diizeylerinin yiikselebilecegi ve bu nedenle postoperatif donemde
kardiyak, norolojik ve tromboembolik semptomlar acisindan dikkatli olunmasi

gerektigini diisiinmekteyiz.
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