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OZET:

YENIDOGAN RATLARDA TEKRARLANAN DESFLURAN UYGULAMASI
ALZHEIMER HASTALIGI OLUSTURUR MU?
Sibel Ergiirz , Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakuiltesi
Anesteziyoloji ve Reanimasyon Anabilim Dali, iZMIR

Amagc: Pediyatrik donemde kullamlan anesteziklerin gelismekte olan beyine etkileri siklikla
arastirimaktadir. Bu ¢alismanin amaci yenidogan (yedi gunltik) ratlarda tekrarlanan desfluran
uygulamasinin Alzheimer hastaligi olusturmasi Uzerine olasi etkisini arastirmaktir.

Gerec ve Yontem: Calismaya 37 yenidogan rat alindi ve 6 gruba randomize edildi; bir kez
anestezi uygulanan grup (GID) (n:6), bes kez anestezi uygulanan grup (GVD) (n:6), on kez
anestezi uygulanan grup (GXD) (n:7) olarak Uic gruba ayrildi ve 6 L.dk™ akim hizinda oksijen
icinde %4,4 konsantrasyonda desfluran iki saat (48 saatte bir tekrarlanarak) uyguland.
Kontrol grubundaki ratlar (GIK) (n:6), (GVK) (n:5), (GXK) (n:6) ise oda havasinda solutuldu.
Ratlar son anestezi uygulamasindan 24 saat sonra sakrifiye edildi, ¢ikarilan beyin dokusu

-80 °C’ de donduruldu.

Sonuclar: Molekiler inceleme 1, 5 ve 10 kez 0.6 MAK desfluran uygulamasi sonrasi
hipokampal tau, fosforile tau, asetil kolin esteraz ve amiloid 3 prekirsor protein dizeylerinde
anlaml bir artis olmadigi, apoptozu ise azaltigim saptadik. GXK tau ekspresyon diizeyleri
GIK ve GVK tau ekspresyon seviyelerine gore anlamli disik bulundu (p=0,001; p=0,006).
GXD tau ekspresyonlar1 GID tau ekspresyon diizeylerine gore anlamli distk bulunurken
(p=0,001); GVD tau ekspresyon dizeylerine ile GID tau ekspresyon dizeyleri arasinda
anlamli fark saptanmad: (p=0,078). GXD p-tau degerleri GID ve GVD p-tau degerlerine gére
anlamli yiksek bulundu (p=0,016; p=0,008). GVD amiloid-beta proteininin ekspresyon
duzeyleri GID ve GXD amiloid-beta proteininin ekspresyon dizeylerine gore anlamli diistk
bulundu (p=0,001; p=0,001). GXD amiloid-beta proteininin ekspresyon dizeyleri GID
amiloid-beta proteininin ekspresyon diizeylerine gére anlamli disik bulundu (p= 0,004). GID
ve GVD ile GXD apoptoz degerleri karsilastirildiginda; GXD apoptoz degerleri GID ve GVD
apoptoz degerlerine gore anlamli distik bulundu (sirasiyla p=0,036; p=0,01).

Tartisma ve Sonug: Calismamizda 7 gunlik ratlarda 1,5 ve 10 kez 0.6 MAK desfluran
uygulamast sonrasi hipokampal tau, fosforile tau, asetil kolin esteraz ve amiloid [ prekiirsor
protein dizeylerinde anlamli bir artis saptanmadi. Ancak artan yasla birlikte anestezi
uygulamas: ile hizlanan tau diizeyinde azalma ve fosforile tau dizeyinde artma oldugu
goraldo.

Anahtar Kelimeler: Desfluran, rat, Alzheimer hastaligi, tau, amiloid beta, apoptoz



SUMMARY:

DO REPEATED DESFLURANE TREATMENTS CAUSE ALZHEIMER DISEASE IN
NEWBORN RATS?
Sibel Ergurz, Dokuz Eylul University, Faculty of M edicine,

Aim: The effects of anesthetic agents, used in pediatric anestesia on developing brain are
studied oftenly now a days. The aim of this study was to evaluate the effect of repeated
desflurane treatments on Alzheimer disease development in newborn rats (7 days old)

M aterial and methods. Study included 37 newborn rats which were randomized to 6 groups,
of them study groups were: the group anaesthetized for once (GID) (n=6), the group
anaesthesized for five times (GVD) (n=6), the group anaesthesized for ten times (GXD)
(n=7); and they received 4.4% desflurane in O2 with a flow rate of 6 L/mn for 2 hours
(repeated every 48 hours). The control groups (GIK) (n=6), (GVK) (n=5) (GXK) (n=6)
breathed ambient air. 24 hours after the last anaesthesia, rats were sacrificed and their brains
were removed and stored at -80 C.

Results: Molecular investigation did not show a significant increase in hippocampal tau,
phosphorylated tau, acetylcholine esterase and amyloid B precursor protein levels after 1, 5
and 10 administrations of 0.6 MAC desflurane but ,apoptosis was decreased. When compared
with GIK and GVK tau expression levels, GXK tau expression levels were significantly lower
(p=0.001, p=0.006). GXD tau expression levels were significantly lower than GID tau
expression levels (p=0.001), but there was not any significant difference between GVD and
GID tau values (p=0.078). GXD p-tau levels were significantly higher than GID and GVD p-
tau levels (p= 0.016, p=0.008). GVD amyloid B protein expression values were significantly
lower than GID and GXD amiloid B protein expression amount (p=0.001, p=0.001). GXD
amyloid B protein expression amounts were significantly lower than GID amyloid B protein
expression levels (p=0.004).When apoptosis levels of GID, GVD and GXD were compared,;
GXD apoptosis values were significantly lower than GID and GVD apoptosis levels
(p=0.036; p=0.01 respectively).

Discussion and conclusion: This study couldn't show a significant increase in hippocampal
tau, phosphorylated tau, acetylcholine esterase and amyloid 3 protein levels after 1, 5 and 10
administrations of 0.6 MAC desflurane in 7 days old rats. However it was shown that aging
causes the tau level, which increases with anaesthesia, to decrease and phosphorylated tau
level to increase.

Key words: Desflurane, rat, Alzheimer disease, tau, amyloid beta.



GIRIS:

Alzheimer Hastaligi (AH); kognitif fonksiyonlarda ilerleyici bozulma ile karakterize,
kuctk bir kismu genetik nedenlerin baskin oldugu erken baslangi¢li, cogunlugunu ise geg
baglangicli sporadik tipte, yasa bagli demanslarin yaklasik %50’ sini olusturan bir hastaliktir
(). Hastaligin patogenezini ve sorumlu nedenlerini arastiran galismacilarin ortak gorusleri;
beyinde yasa bagli ortaya ¢ikan senil plaklar ve norofibriler yumaklar gibi cesitli patolojik
olusumlarin sinir htcreleri Uzerinde oksidatif-nitratif strese neden olarak inflamatuvar
sirecleri tetikledigi ve sinir hicrelerinin 6limune neden oldugu yonindedir (2,3,4).
Alzheimer Hastalig1 gelisimine; aliminyum, civa, virusler ve prionlar gibi gevresel faktorlerin
yaninda, son zamanlarda hipoksi, hipokapni ve anestezik gjanlarin da katkida bulundugu
gogerilmistir. Anestezik aanlar; iyon degisiklikleri (sodyum (Na) — potasyum (K) ve
kalsiyum (Ca) kanallar1 ile) yaparak ve norotransmitter reseptorlerine (nikotinik, asetilkolin
(Ach), seratonin tip 3, gama amino bitirik asit (GABA), glisin, glutamat reseptorleri) etki
ederek singps disfonksiyonuna ve sinaps sayilarinda azalmaya neden olarak AH riskini
arttirrlar (5). Inhalasyon ajanlarimin neden oldugu hiicre zedelenmesinin mekanizmasi agik
olmamakla beraber kalsiyum disregilasyonu suclanmakta, sevofluran ve desfluranin,
izoflurana oranla intraselller kalsiyumu daha az etkileyerek, daha az apoptoz olusumuna
neden oldugu bildirilmektedir (6). Inhalasyon gjanlarina kisa siire maruziyette subletal strese
onkosullanma ile noroproteksiyon saglanirken, uzamis maruziyetlerde direkt sitotoksik etki
ile apoptozse bagl1 hiicre hasar1 artmaktadir (7). Neonatal rat korteksinden elde edilen néronal
hticre kultdrlerinin kullaniddigr in vitro bir ¢alismada hiicre kulttrlerine 30 dakika desfluran
veya sevofluran ardindan da 30, 60 ve 90 dakika sire ile oksijen ve glukoz yoksunlugu
uygulanmis, bu dénemde de kultirlere desfluran ve sevofluran uygulamasina devam edilmis,
uygulamadan 48 saat sonra Terminal Deoxynucleotidyl Transferase Mediated Dutp Nick end
Labeling Assay (TUNEL) ve Deoksiribonikleik Asit (DNA) jel elektroforezi ile hiicrelerde
apoptoza bakilmis, sadece desfluran ve sevofluran uygulanmayan gruba gore; 30, 60 ve 90
dakikalik yoksunluk donemlerinde desfluran ve sevofluran uygulanan grupta ndronal hticre
Olumantn belirgin olarak (yaklasik olarak %98) az oldugu bildirilmistir (8).

In vivo bir calismada, 8 aylik ratlar 30 giin boyunca her giin 09:00 - 13:00 arasinda 30
dakika subanestetik dozda ( 1/20 Minimal Alveolar Konsantrasyon (MAK)) inhalasyon
gjanlarina (halotan % 0.1, sevofluran %0.3 ve desfluran % 0.6) maruz birakilmis ve deneyin
sonunda ratlara davramssal testler uygulanmis, sonug olarak subanestetik konsantrasyonlarda
halotan, sevofluran ve desflurana 30 gunlik maruziyet; merak ve arama davranisinda azalma,
anksiyetede artma, hafiza ve 6grenme fonksiyonlarinda bozulmaile iligkili bulunmustur.

Ogrenme ve hafiza bozuklugunun desfluranla daha fazlailiskili oldugu bildirilmistir (9).



AMAC

Bu calismada, guinimiizde cesitli nedenlerle genel anestezi uygulanan yenidoganlara
benzer olan doneminiyle es sayillan yedi gunlik ratlarda, tekrarlayan desfluran
uygulamalarimin Alzheimer Hastaligi patogenezinde rol alan asetilkolinesteraz antikoru, tau,
fosforile tau, amiloid beta actin dizeyleri ve apoptoz gelisimine etkilerinin incelemesi
amaclanmustir.



GENEL BIiL GiLER

GENEL ANESTEZi

Genel anestezi, vital fonksiyonlarda degisiklik olmadan, gegici biling kayb: ve refleks
aktivitede azalma ile karakterizedir.

Genel anestezi icin kullamlan inhalasyon anesteziklerin; simdiye kadar bulunmus en
etkin ilaglar olmalarina ve yizyili askin stredir kullamimalarina ragmen, etki mekanizmalari
halatam olarak bilinmemektedir.

Inhalasyon anestezikler; odaisist ve basincindaki degisikliklere gore gaz ve sivi olarak
ikiye ayrilr :

1. Gaz anestezikler: siklopropan, etilen, azotprotoksit

2. Sivi inhalasyon anestezikleri: kloroform, eter, el klorur, fluraksen, halotan,

metoksifluran, enfluran, izofluran, sevofluran, desfluran ‘dir. (10)

Genel anesteziklerin etki mekanizmalari ise;

Gama amino bitirik asit tip A (GABAA) reseptorleri ile inhibisyonda artis
(benzodiyazepinler, barbitiratlar, propofol, etomidat, izofluran, enfluran,
halotan ve desfluran)

N-metil D-aspartat (NMDA) reseptérlerinin  uyarilabilirliginde azalma
(ketamin, azot protoksit (N2O), ksenon, kloralhidrat) olmak tzere ikiye ayrilir
(11,12).

Inhalasyon anestezikleri akcigerler yoluyla alinip, kan araciligiyla viicudun degisik
dokularina dagilir. Asil etki yerleri olan, noral membranlarin fonksiyonlarini; ya inhibitor
fonksiyonlarin etkilerini artirarak ya da sinapslarda veya ince ¢apli aksonlarin sinir uclarindan
iletinin gecisini baskilayarak etkilesirler. Bu etkileri nedeniyle inhalasyon anestezikleri
bilingsizlik ve duyarsizliga neden olurlar, bu durumun yeterli dizeyde olmasi, cerrahi
girisimlerin herhangi bir reaksiyon olmaksizin yapilabilecegi genel anesteziyi olusturur.

Degisik anesteziklerin etkiledigi degisik beyin alanlar: sunlardir:

Serebral korteks

Retikuler aktive edici sistem

Cuneat cekirdek

Olfaktor korteks

Hipokampus



Anestezik gjanlarin ana hedef bolgelerinden biri olan hipokampus, aferent ve eferent
yapilar, norotransmiterler ve bircok katmandan (gyrus dentatus, hipokampus, fimbria
hippocampi) meydana gelen limbik bir yapidir(12). Anterograd ve retrograd hafiza ve uzaysal
yon bulmada énemli roll vardhr.

Hipokampusta, interntronlar icinde GABA ve onun sentezleyici enzimleri bulunur. Bu
ndronlar eksitator sinaptik akimlarin ve piramidal hticre desarjinin inhibisyonunu saglar (13).
Anesteziklerin ayrica spinal kord igindeki eksitator iletiyi, ozellikle agri iletiminde rol
oynayan arka boynuz interndronlar diizeyinde baskilayici etkileri vardir (14).

GENEL ANESTEZIKLERIN SANTRAL SINiR SISTEMINE ETKILERI

Genel anesteziklerin santral sinir sistemine (SSS) etkisi farkli mekanizmalarla
aciklanmaya calisilmaktadir. Bunlar;

1. Kolinerjik sistemin ve Ach salintminin depresyonu,
2. Sinaps sayilarinda azalma ve sinaps disfonksiyonu,
3. Kalsiyum (Ca) disregilasyonu,

4. Apoptotik dejenerasyon’ dur.

Genel anestezi sirasinda azalan Ach salimmi ve deprese olmus kolinerjik sistem genel
anestezinin bilingsizlik, agri, istemli hareket ve hafiza kaybi gibi istenen etkilerini
kolaylastirir. Genel anestezide ve anestezi idamesinde kullanilan ilaglar, santral kolinerjik
sistemle etkilesir ve dejeneratif hastaliklarda beyinde kolinerjik sistem defisitleriyle birliktelik
gogerirler. Postoperatif kognitif disfonksiyon ve deliryum patogenezinde rol oynarlar (15).

Inhalasyon anestezikleri; desfluran, izofluran ve sevofluran nikotinik ve muskarinik
reseptorleri doz bagimli olarak inhibe ederler. intravendz anesteziklerden barbituratlar
muskarinik Ach (mAch)'nin kompetatif antagonistidir, propofolin yiksek dozlari,
opioidlerden ise morfin ve fentanil mAch ve nikotinik Ach (nAch) reseptérlerini inhibe eder,
remifentanil ise etkisizdir (16).

Anestezik aanlar, iyon degisiklikleri (Na-K ve Ca kanallari ile) yaparak ve
norotransmitter reseptorlerine (nikotinik, Ach, seratonin tip 3, GABA, glisin, glutamat
resetorleri) etki ederek sinaps disfonksiyonuna ve sinaps sayilarinda azalmaya neden olurlar.
Bu da kognitif hasara ve AH gibi demansif hastaliklarin olusmasina neden olur (11).

DESFLURAN
Izofluran ve diger halojenli eter anestezikleri gibi desfluran da (CHF2-O-CF3) eter
turevi inhalasyon anesteziklerindendir (Sekil-1). Hizli ve tolere edilebilir anestezi



indiiksiyonu ve anesteziden uyanma, anestezi derinliginin hizli ilerlemesi, uygun kas gevsetici
Ozellik, toksisite olusturucu doz ile farmakolojik etki olusturan konsantrasyon arasindaki
araligin genis olmasi, toksk etkilerin ve diger yan etkilerinin olmamast nedeniyle klinik

kullammmda giderek yayginlasmaya baslamistir (17).

FF
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Sekil 1. Desfluramn kimyasal yapisi (17)

Fiziksel Ozellikleri
Kaynama noktasi 23,5°C olan desfluramn molekil agirligi 168.4, 6zgul agirlig ise

1.465'tir. Diger inhalasyon anestezikleri ile karsilastirildiginda yag/gaz (18,7), kan/gaz (0,42)
veya kan/beyin (1,3) partisyon katsayilarinin da gosterdigi gibi dustk lipid ¢ozunurltgtne
sahiptir.

DusUk lipid ¢ozunurligh disik anestezik potensini gosterir. Desfluran; izoflurandan
5.2, halotandan ise 8.1 kez daha diisuk potense sahiptir(17).

Desfluramin MAK'1 ; artan yas ve N2O, fentanil, klonidin veya midazolam kullanimi
ile birlikte azalir (17,18).

Desfluran, izofluran ve enfluranin yikimi kuru sodalime ve barolime icinde de
meydana gelir. Bu durum karbonmonoksid olusumu ile sonuclamr. Bununla birlikte,
karbonmonoksidin bu tirlt olusumu % 4,8 veya daha fazla su igeren sodalime kullammu ile
veya %9.7 veya daha fazla su igeren barolime kullanimi ile 6nlenebilir (19). Desfluran, kuru
sodalime icinde 0°C’'de izoflurana oranla % 54 ve 40°C’'de ise % 23 oraninda daha az
yikilmaktadir. Desfluran, %15 oramnda su iceren nemli sodalime icinde 60°C ve altinda
yikilmaya dayanikl: iken, 80°C’ de saatte % 0.45 oraminda olmak Uizere yavas yavas yikilir.
Bu bakimdan izofluran ve halotandan Ustindir (19). Desfluran ve izofluramn kimyasal olarak
yikimi sonucunda zararsiz bir Urtin olan triflurometan ortaya ¢ikar. Desfluran diger inhalasyon
anestezikleri ile karsilastirildiginda, kauguk ve plastikten yapilmis solunum devreleri icinde
daha az ¢ozllmektedir (20).




Farmakodinamik Ozellikleri

Desfluran; kardiyovaskiler, ndromuskuler, respiratuvar ve SSS'ni de iceren farkli
vicut sistemlerini etkiler. Desfluran; izofluran ve digerleri gibi doza bagimli bir sekilde bu
sistemleri deprese eder (17).

Beyin Uzerine Etkileri: Inhalasyon yolu ile kullarlan genel anestezikleri, serebral
metabolizma hizi, serebral kan akimi ve intrakraniyal basing Gizerine olan etkileri bakimindan
degerlendirmek gerekir (21).

Diger inhalasyon anestezikleri gibi desfluran da serebral damarlari direkt olarak
genisleterek normotansiyon ve normokarbide serebral kan akimini ve intrakraniyal basinci
artirr. Elektroensefalografi (EEG) Uzerindeki etkileri izofluran ile benzerdir. Desfluran
kullanimu ile epileptik aktivite rapor edilmemistir (22).

Smith ve ark. (23) cocuklarda nodroanestezide izofluran, propofol ve desfluram
karsilastirmiglar, izoflurandan desflurana gecildiginde serebral kan akiminin (orta serebral
arter kanlanmasint transkraniyal doppler ile Olgerek) degismedigini fakat propofolden
desflurana gectiklerinde serebral kan akiminin % 35 oraminda arttigim gormisler ve
cocuklarda noéroanestezide desflurant  potent bir vazodilatér olmasi nedeni ile
Onermemislerdir.

Ting ve ark. (24) skolyoz cerrahisi icin yapilan wake-up testi sirasinda 90'1n
Uzerindeki Bispektralindeks (BIS) degerlerini uyariklik olarak kabul etmis; desfluran
grubundaki hastalarin bu degerlerde tepki verdigini ancak propofol-fentanil grubunda bu
yuksek BIS degerlerine ragmen hastalarin uyanip tepki vermeleri igin 3.3+1.2 dk kadar bir
sire (latent period) gecmesi gerektigini belirtmisler; wake-up testi sirasinda hatirlamanin
propofol-fentanil grubunda % 25 oramnda oldugunu, desfluran grubunda ise hicbir hastanin
hatirlamadigini tespit etmislerdir.

K ardiyovaskiler Sistem Uzerine Etkileri: Desfluramn insanda kontrollii ventilasyon
srasinda 0.83 ile 1.66 MAK arasindaki degerleri kardiyovaskiler fonksiyon ve miyokardiyal
kontraksiyon Uzerinde doza bagli depresyon olusturur. Santral vendz basingta ve kalp atim
hizinda doza bagl1 artis; sistemik vaskiler direng, art yik, atim hacmi ve ortalama arteriyel
basingta disme gozlenir. Sol ventrikil atim hacminin azalmasina ragmen kalp debisi sabit
tutulur (25).

Respiratuvar Sisteme Etkileri: Desfluran doza bagimli olarak tidal volimde diisme
ve buna bagli solunum frekansinda artmaya neden olur. Desfluran, ventilasyon hizindaki
artmaya ragmen, dakika volumu ve alveoler ventilasyonu azaltir. Doza bagimli diger etkileri;



* Arteriyel kandaki parsiyel karbondioksit basincinin (PaCO; ) artmas,
» Karbondioksit (CO, )’ e olan ventilasyon cevabinin azalmasi,
« Intrapulmoner sant oraninin artmast,

» Olii bosluk hacminin tidal voliime olan oramnin artmasidir (17).

Farmakokinetik Ozellikleri

Vicuda Alhimim: Desfluramn kan ve diger dokularda disik oranda ¢oztinebilme
0zdlligi, hizli eliminasyon ve alinim ile birlikte inspire edilen gaz ve doku parsiyel
basinglarimin izl esitlenmesine neden olur. Sonugta farkli cerrahi uyarilarda anestezinin
derinligi kolayca ayarlanabilir (17).

Eliminasyon: Desfluranin pulmoner klirensi 4.11 L.dk™dir. Bu deger, halotan ve
izofluran ile benzerdir. Desfluranin total viicut klirensi (4.6 L.dk™), izoflurandan (4.0 L.dk™)
ve halotandan (3.94 L.dk™) daha buiytiktiir. Desfluranin ciltten kaybi total anestezik aliniminin
% 16'sidir. Bu halotan igin % 0.23, izofluran igin % 0.2’ dir. Desfluramn % 0.2-0.4’ U visseral
plevrave periton yoluyla kaybedilir (17).

M etabolizma: Desfluranin metabolizmasi ihmal edilebilir diizeydedir ve izofluranin
%10'u kadardir. Desfluran anestezisini takiben serum ve idrar inorganik florlr duzeyleri
genellikle degismez (17).

Uygulama: Desfluramn 20°C’ de buharlasma basincinin 664 mmHg olmasi elektrik ile
1sitilan vaporizatorlerin kullamlmasint gerektirir (Ohmeda Tec 6TM vaporizatorler) (17).

ALZHEIMER HASTALIGI

Alzheimer Hastaligi (AH); kognitif fonksiyonlarda ilerleyici bozulma ile karakterize,
kuctk bir kismi genetik nedenlerin baskin oldugu erken baslangi¢li, cogunlugunu ise geg
baslangicli sporadik tipte, yasa bagli demanslarin yaklasik %50’ sini olusturan bir hastaliktir
(2).

Hastaligin patogenezi ve sorumlu nedenlerini arastiran ¢alismacilarin ortak gorusleri;
beyinde yasa bagli ortaya ¢ikan senil plaklar ve norofibriler yumaklar gibi cesitli patolojik
olusumlarin sinir htcreleri Uzerinde oksidatif-nitratif strese neden olarak inflamatuvar
sirecleri tetikledigi ve sinir hicrelerinin 6limine neden oldugu yonundedir (2,3,4). Son
yillarda AH nin patogenezini aydinlatabilmek amaciyla olusturulan yeni hayvan modelleri
Uzerinde yapilan calismalardan elde edilen sonuclara dayanilarak yeni tedavi yontemlerinin
gelistirilmesi iz kazanmustir (16).



Hastaligin patolojik bulgulari; progressif difliz serebral korteks atrofisi, buna bagli
ventrikiler sistemde sekonder genislemeler, serebrovaskiller sissemde Beta Amiloid Protein
(ABP) birikimi, norotik plaklar ve norofibriller yumaklar olarak tanimlanmustir (5).

Beyindeki masif noron kaybi ve néropatolojik degisiklikler hipokampus, korteks ve
subkortikal bdlgelerde (Amigdalave Mynertin bazal nikleuslarinda) ortaya ikar (2).

Amiloid-beta (AB) bir transmembran glikoproteini olan in vivo olarak spesifik
proteolitik amiloid prekirsor protein (APP) ayrilmasiyla olusan 3943 amino asidli bir
peptiddir. Agrege olan AR, Alzheimer hastalarinin beyninde bulunan amiloid plaklarin ana
bilesenidir. Solubl oligomerik AP formlari, amiloid plaklardan c¢ok, hastaligin selller
patolojisinde yer alir ve insanlarda kognitif zayifligin agirlig: ile korelasyon gosterir. Degisik
calismalar anesteziklerin AR peptidinin  oligomerizasyonunu kolaylastirabilecegini ve
anesteziyle AB-ile iliskili toksisite arasinda potansiyel bir baglanti oldugunu gostermistir
(26).Tau beyin omurilik sivisinda (BOS) bol miktarda bulunan ve esas olarak aksonlarda
eksprese edilen mikrotiibtlle iliskili bir proteindir (MAP). Insan beyninde, tau 16 eksonlu tek
bir genle kodlanir (kromozom 17’ de) ve 352441 amino asidlerin 6 isoformunu olusturur. Bir
veya iki amino asid girisi varhigi veya yokluguyla karakterize amino-terminal bdlgesinin
plazma membraniyla etkilestigi ve akson ¢apini belirlemek icin gerekli oldugu bulunmustur.
Karboksi-terminal bolgesi tau’nun mikrotibil (MT) baglanma 6zelliklerini yonlendiren ve
MT stabilizasyonu ve polimerizasyonunu kolaylastiran 3 veya 4 tekrarla karakterizedir. Bu
fonksiyonlar MT baglanma domaininin iginde ve gevresinde pek ¢ok bdlgede fosforilasyonla
negatif olarak diizenlenirler. Tau fosforilasyonu sayisiz kinaz ve fosfatazla diizenlenir; ayrica
glikojen sentetaz kinaz-3 beta (GSK-3pB) ve protein fosfataz 2A (PP2A) in vivo olarak tau
hiperfosforilasyonunu diizenleyen major tau kinaz ve fosfatazlar olarak dustnuldr. Anormal
hiperfosforile olmus tau'nun intraselller agregatlari AH ni igeren ve taupatiler denilen bir
grup noérodejeneratif hastalikta bulunur.Tau patolojisinin AH’ndaki demans ve bellek
kaybinmin ilerlemesini yakindan yansittigi distinultr (26).

Alzheimer Hastaligi gelisimine; aliminyum, civa, virlsler ve prionlar gibi cevresel
faktorlerin yaminda, son zamanlarda hipoksi, hipokapni ve anestezik ajanlarin da AH
olusumuna katkida bulundugu gosterilmistir. Anestezik ajanlar; iyon degisiklikleri (Na-K ve
Ca kanallar1 ile) yaparak ve norotransmitter reseptorlerine (nikotinik, Ach, seratonin tip 3,
GABA, dglisin, glutamat resetorleri) etki ederek sinaps disfonksiyonuna ve sinaps sayilarinda
azalmaya neden olarak AH riskini arttirirlar (5).

Anestezikler, Ach reseptorleri ile etkilesip, kolinerjik sistem inhibisyonu yaparak
postoperatif kognitif disfonksiyon ve deliryum patogenezinde rol oynarlar. inhalasyon
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anesteziklerden desfluran, izofluran ve sevofluran nikotinik ve muskarinik reseptorleri doz
bagiml1 olarak inhibe ederler (16).

Kolinerjik reseptorlerin anesteziklere duyarliginin anestezinin degisik evrelerinde kilit
roli oynadigi bilinmektedir. Genel anestezi altinda beynin oksidatif metabolizmasi ve
kolinerjik uyarimn azalmasi biling ve istemli hareketlerin kaybolmasina yol agmaktadir. Bu
etki, kavsak oncesi ve sonrasi nikotinik ve muskarinik kolinerjik reseptorlerin inhibisyonuna
baglidir. Inhalasyon anesteziklerden desfluran, sevofluran ve izofluran doza bagli olarak her
iki kolinerjik reseptort de etkilemektedir. Hidrofobik yapidaki volatil anesteziklerin, uygun
durumlarda hicre zarindaki  internal  protein  bosluklarina  yerleserek  protein
oligomerizasyonuna yol agtigi in vitro olarak gosterilmistir. Amiloid p peptidin de AH’da
beyin dokusunda biriken bir protein oligomeri oldugu dusinuldiginde inhalasyon
anestetiklerin AH’da dikkatli kullamilmas: 6nerilebilir, ancak bu konuda daha kesin kanitlara
gereksinim vardir (15,27,28).

Inhalasyon anesteziklerin sebep olabilecesi; hiicre ici amiloid A seviyesinde artis, A-tau
agregasyonu ve/veya intrasellller kalsiyum homeostazisinde bozulma gibi mekanizmalar,
yaslh beyinde, sinaptik disfonksiyon ve ndronal apoptozis sonucu kognitif bozulmaya sebep
olabilir. Amiloid ve tau yolaginda p amiloid prekirsor proteini donustiriici enzim (BACE)

membrana bagli APP'den c-terminal fragmanlar (CTFg) olusturur. CTFg' nin Y-sekretaz ile

ayriimasi sonucu sitozolik ve ekstrasellller bosluga Ap monomerleri salinir. Anestetige

maruziyet BACE ve Y-sekretaz dizeylerini artirarak intraselliler Ap monomeri dizeyini

yUkseltir ve CTF; diizeylerini distrir. Inhalasyon anestetikler aymi zamanda Ap monomerleri
ile etkileserek hicre icinde kiguk cozinebilir oligomerlerin olusumuna neden olur. Bu
oligomerler daha sonra fibriller ve ekstraselliler plak olusturur ki bu yapilar transgenik
Alzheimer hastaligi olan farelerde halotana maruziyet sonrasi saptanmistir. Mikrotibtle bagli
tau, anestetikler ve hipotermi ile hiperpolarize olur, tau agregatlar: olusur ve MT stabilitesi
azalir (29) (SEKIL-2).
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Sekil-2. Sekilde inhalasyon anesteziklerin, hiicre ici Ap seviyesinde artis, Ap-tau agregasyonu
vel/veya intrasellUler kalsiyum homeostazisinde bozulma sonucu olusan sinaptik disfonksiyon
ve noronal apoptozis mekanizmalar: gosterilmistir (29).

Terapotik ve toksk dozlarda eter anestezisi uygulanan ratlarin; serebellum ve
frontoparyetal kortekserinden alinan orneklerde Western Immunblot yontemi ile APP
duzeylerine bakilmis. Eter anestezisinden 10 dk sonra ratlarin beyinlerinde hipokampusta
AH’da gorilen tau fosforilasyonunun basladigi ve anestezi sonlandirildiktan 1 saat sonra
fosforilasyonun normale dondigi saptanmus, ayrica kortikal APP  konsantrasyonunun
benzodiyazepinler tarafindan degistirilmedigi de gézlemlenmistir (30).

Anestezi uygulamalarinda kullanilan ajanlarin insanlar Gzerindeki cogu etkileri
bilinmekle birlikte, bu ajanlarin neden oldugu farkl etkiler sirekli olarak arastirilmaktadir
(11). Artan sayida kanitlar genel anestetiklerin hem geng hem de yaslanan beyinler igin
norotoksik olabilecegi One slrilmektedir. Kanitlarin ¢ogu hicreler, kemirgenler ve insan
olmayan primatlarla yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalardan koken alir (31).

Gulnuimtzde, prematire bebeklere ve ¢ok kiiglk cocuklara degisik nedenlerle yapilan
operasyonlarda genel anestezi uygulamasi siklikla uygulanmaktadir. Pediyatrik anestezide
kullanilan anesteziklerin gelismekte olan SSS ne etkileri en sik arastirilan konular arasinda
onceligini korumaktadir. Anesteziklerin gelismekte olan SSS Uzerindeki etkilerini bilmek,
pediyatrik anestezi uygulamalarinda biyik yarar saglayacaktir.
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GEREC VE YONTEM:

Calisma Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
onayr alindiktan sonra (EK-1), anestezi uygulamasi Multidisipliner Deney Hayvanlari
L aboratuvart’ nda, molekiiler inceleme ise Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma
Laboratuvarinda yapilmistir. Calismaya postnatal yedinci ginde olan, Wistar albino susu,
agirliklart 9-11 gr arasinda degisen, 37 adet yavru rat ainmistir. Annelerinin yavru ratlar
emzirdikleri gbz o6nine alinarak, kanibalizmi 6nlemek amaciyla, ratlara mimkin oldugu
kadar dokunulmamaya calisilmis ve eger dokunulacaksa pamuk ile dokunulmustur. Yavru
ratlar dogumlarindan itibaren standart laboratuvar kosullarinda (12 saat giindiiz - 12 saat gece
olacak sekilde isiklandirma, 20-22°C odasisi, % 50-60 nem) izlenmistir.

Resim-1. Postnatal 7. giinde olan ratlar
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Calhisma gruplarr;

GID: 1 kez desfluran uygulanan grup (n:6): Ratlara %4.4 konsantrasyonda desfluran
bir kez iki saat uygulanmis ve 24 saat sonra sakrifiye edilmistir.

GIK: Kontrol grubu (n:6): Ratlar oda havasinda solumus, 24 saat sonra sakrifiye
edilmistir.

GVD: 5 kez desfluran uygulanan grup (n:6): Ratlara %4.4 konsantrasyonda desfluran
24 saat aralarla ardisik bes kez ikiser saat uygulanmis (Toplam 10 saat) ve 11.ginde sakrifiye
edilmistir

GVK: Kontrol grubu (n:5) : Ratlar oda havasinda solumus, 11. gunde sakrifiye
edilmistir.

GXD: 10 kez desfluran uygulanan grup (n:7): Ratlara %4.4 konsantrasyonda
desfluran 24 saat aralarla ardigik on kez ikiser saat uygulanmis (Toplam 20 saat) ve 21.giinde
sakrifiye edilmistir

GXK: Kontrol grubu (n:6): Ratlar oda havasinda solumus, 21. glinde sakrifiye
edilmistir.

Anestezi uygulamas::

Her rat igin ayr1 olmak tzere 450 mL hacimli gaz giris ve ¢ikis sistemi bulunan cam
kavanozlar 37°C sabit sicaklikta su banyosuna yerlestirilmis, kavanozlara vaporizator
(Desflurane Tec 6 Vaporizer, Abbott Lab, Almanya) ile 6 L dk* akim hizinda oksijen icinde
%4.4 konsantrasyonda desfluran (Suprane Eczacibas:/Baxter Istanbul/Tirkiye) girisi
saglanarak ratlar 2 saat sireyle solutuldu.

Inspire edilen oksijen, karbondioksit ve uygulanan inhalasyon anestezik
konsantrasyonu, ¢ikis hattina baglanan anestezik gaz monitori (Anesthesia Gas Monitoring
1304, Danimarka) ile izlenerek sabit tutuldu.
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Resim 2.Anestezi uygulama diizenegi

Anestezinin sonlandiriimas:

inhalasyon anestezik uygulamasi 2 saatlik siirenin sonunda kesilerek ve 6 L.dk™ akim
hizinda oksijen verilerek deneklerin derlenmeleri saglandi, derlenmelerinin sonunda ratlar
annelerinin yanmina alindi, gruplarina gore ratlara ardisik, aym dozda anestezi uygulamasi
yapildh.

Daha sonra ratlar molekiler inceleme yapilmak Uzere gruplarina gore uygulama
bittikten 24 saat sonra eter anestezisi altinda dekapitasyon yontemi kullanilarak sakrifiye
edilmis, beyin dokular1 ¢ikarilip dondurularak -80°C’ de saklandh.

Beyin dokularindan protein ekstraksiyonu:

Saklanmis beyin dokular: ekstraksiyon islemi 6ncesinde cerebellum, sag ve sol beyin
olmak Uzere ayrildi. Elde edilen sol beyin Tris (50mM), Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA)
(5mM), Nonidet-P40 (NP-40) (%1), Aprotinin (1 pg/mL) Leupeptin (1 pg/mL), Pepstatin (1
pg/mL) ve fenilmethansilfonilflorid (PMSF) (1 M) igeren lizis tamponu igerisinde
sonikasyon ile parcalandi. Sonikasyon ardindan elde edilen lizatin 12000 rpm hizda 15 dk
santrifllj edilmesiyle protein ekstrakti elde edildi.
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Protein konsantrasyonu belirlenmes:

Elde edilen protein ekstraktlarindaki protein miktarlari Biginkoninik asit (BCA)
yontemiyle (Sigma-Aldrich, ABD) belirlendi. Belirleme asamasinda 0-1000 ng/mL arasinda
degisen konsantrasyonlardaki albiimin standart olarak kullanildhi. Ornekler 1:250 diliisyon ile
her 6rnekten 25 pL olacak sekilde 96 kuyucuklu plaklara eklendi. Biginkoninik asit (BCA)
kiti ile gelen A ve B reaktifleri 1:50 oramnda 6rnek sayisina yetecek miktarda karistirildi ve
her 6rnek ve standardin tizerine 200 L eklenerek 30 dk 37°C’ de inkiibe edildi. inkiibasyonun
ardindan spektroforometrede (BioTek) 562 nm dalga boyunda 6rnek absorbanslar: 6lculda.
Albumin standartlarimin absorbanslarina goére cizilen standart egrisi kullamilarak her bir
drnegin protein konsantrasyonu belirlendi.

Western-Blotting yontemi:

Protein konsatrasyonu belirlenen érneklerden 30 pL'lik jel ornekleri hazirlandi. Ornek
hazirlama asamasinda 24 pL toplam hacimde 200 ug protein olacak sekilde proteinler lizis
tamponu ile karstirildi ve karigimin Gzerine Sodyum dodesil siilfat (SDS), Tris, Gliserol, B-
Merkaptoetanol ve Bromfenol mavisi iceren 5X jel yikleme boyas eklenerek 95°C’de 5 dk
kaynatilarak denatlirasyon gercgeklestirildi.

Orneklerin  hazirlanmasinin - arcindan %12’ lik SDS-Poliakrilamid jel ~elektroforezi
(PAGE) resolving jeli hazirlandi. Bu jelin igeriginde bulunan maddeler asagida listelenmistir

(20 mL icin):
- Digtile Su 3,3mL
- %30 Akrilamid/Bisakrilamid 4 mL
-Tris(1,5M, pH 8,8) 2,5mL
- %10 SDS 0,1 mL
- %10 Amonyum persulfat 0,1 mL

- Tetrametiletilendiamin (TEMED) 0,004 mL
Resolving jelinin polimerlesmesi igin jel ylzeyi izopropanol ile kaplanarak 1 saat
bekletildi. Jel katilastiktan sonra Ust katmana daha az yogun olan ve icerigi asagida belirtilen
stacking jeli dokaldd (10 mL igin):

- Digtile Su 6,8 mL
- %30 Akrilamid/Bisakrilamid 1,7mL
-Tris(1,5M, pH 8,8) 1,25 mL
- %10 SDS 0,1 mL
- %10 Amonyum persulfat 0,1 mL

- Tetrametiletilendiamin (TEMED) 0,001 mL
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Hazirlanan jel karisimi resolving jelinin Gzerine dokuldu ve jel tarag: yerlestirilerek jel
donmaya birakildh.

SDS-PAGE’de 200 ug protein %12’ lik jele yuklendi ve jel 20 mA akimlaTris, Glisin ve
SDS iceren yuritme tamponunda 5 saat yurttldi. Proteinlerin boyutlarina gore ayrilmasindan
sonra polivinlidin florid (PVDF) membrana transfer gerceklestirildi. Blotlamamn ardindan
membranlar, sit tozu iceren fosfat tamponlu fizyolojik su (PBS)-NP-40 soltsyonuyla
blokland:. Primer antikor olarak, fosforile tau, total tau, amiloid beta ve aktin kullanildi.

Primer antikorla memranlar bir gece bekletildi. Sekonder antikor dillisyonu 1:3500 ve 1
saat olarak uyguland:. Y ikama basamaginin ardindan gorintilemede ECLplus (Thermo,ABD)
kiti ve CL-X posure film (Thermo,ABD) kullarilarak yapildi. UVP jel dokiimantasyon sistemi
yarchmiyla bant yogunluklarinin analizi gerceklestirildi. Analiz sonuclar1 aktin proteinine
oranlanarak verilmistir.

Apoptoz belirlenmesi:

Anestezi sonrasi beyinde olusabilecek apoptotik hiicre 6limi Cell death ELISA
(Roche, Almanya) kitine gore belirlendi. Bu kit sayesinde apoptoz sirasinda olusan DNA
kiriklart monontikleozom ve oligonikleozom miktarlarimin ELISA yontemiyle olctilmesiyle
belirlenmektedir. Beyin dokusunda apoptozun belirlenmesi sirasinda kitin protokolt takip
edildi. Protokole goére oncelikle 96 kuyucuklu plak kullanmlacak 6rnek sayisina gore kitten
¢ikan Anti-Histon antikoruyla kaplandi. Kuyucuklarin kaplanmasinin ardindan beyin dokulari
1:500 seyreltmede kitin inkiibasyon tamponuyla hazirland: ve kuyucuklara 100 pl eklenerek
orneklerin plak tabaminda bulunan antikorlara baglanmasi icin 90 dakika oda sicakliginda
inkiibe edildi. Orneklerin inkiibasyonunun ardindan baglanmayan proteinlerin uzaklastirilmas
icin kuyucuklar yikama tamponuyla 3 kez yikandi. Histanlara bagli mono- ve
oligonukleozomlarin belilenmesi amaciyla anti-DNA-POD antikoru kuyucuklara 100 pl
eklendi ve 90 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyonun bitiminde baglanmayan
antikorlarin uzaklastiriimas icin kuyucuklar yikama soltisyonuyla 3 kez yikandi. Son olarak
kuyucuklara 100 pl substrat solisyonu eklendi ve mavi-yesil renk olusumu icin 5 dk
karanlikta inklibe edildi. Inkiibasyon bitiminde kuyucuklarin absorbans: spektrofotometrede
405 nm dalga boyunda okutuldu. Bununla birlikte orneklerde protein miktarlari BCA
yontemine gore belirlendi. Apoptoz belirlenmesinde toplam protein miktarina absorbansin

oranlanmastyla analiz gergeklestirildi.
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Asetilkolinesteraz aktivites belirlenmesi:

Asetilkolinesteraz (AChE) aktivitesi DetectX Asetilkolinesteraz Floresan Aktivite test
kiti (Arbor Assays, ABD) protokoliine gore belirlendi. Kit protokolinde insan AChE
proteininin degisik konsantrasyonlarina gére (6,25-100 mU/mL) standartlar hazirlandi. 1:250
kat seyreltilmis protein ektraktlarindan siyah renkli 96 kuyucuklu plaga her kuyucuga 100uL
denk gelecek sekilde dublike olarak eklendi. Ardindan her kuyucuga AChE substrati, Thiostar
florometrik madde ve Dimetilsilfoksit (DMSO) iceren test reaktifinden 50 pL eklendi ve oda
sicakliginda 20 dk karanlikta inkiibe edildi. inkiibasyon bitiminde 510 nm eksitasyon ve 370
nm emisyon dalga boyunda floresan okuma gerceklestirildi. AChE ile olusturulmus standart
egrisi yardimiyla érneklerdeki AChE aktivitesi belirlendi. Orneklerin AChE aktivitesi gram

protein basina oranlanarak verilmistir.

istatistiksel analiz:

Deney ve kontrol gruplari arasindaki farkliliklarin degerlendirilmesinde SPSS
programinin 19.0 versiyonu kullanilmigtir. Grup varyanslarinin esitligi Levene's testi saptandi
Istatistiksel analizde gruplar arast farklar one way ANOVA ve ardindan coklu
karsilastirmalarda varyanslar: esit olanlar igin Sidak testi varyanslari esit olmayanlar igin
Tamhane's testi kullanildi. Ikili karsilastrmalar Sudent t testi ile yapildh. Istatistiksel
anlamlilik duizeyi olarak p<0,05 kabul edildi.
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BULGULAR:

Calismaya toplam 37 rat aindi. Ratlardan 1 tanesi deney sirasinda Oldi. Deney
gruplarinin dagilimi Tablo 1;

Tablo 1:
Grup Adi Y apilan islem n
GIK 1 Kez desfluran uygulanan grubun kontrol 6
GID 1 Kez desfluran uygulanan grup 6
GVK 5 Kez desfluran uygulanan grubun kontroli 5
GVD 5 Kez desfluran uygulanan grup 6
GXK 10 Kez desfluran uygulanan grubun kontroli 6
GXD 10 Kez desfluran uygulanan grup 7

Asetilkolin esteraz aktivite analizi:

GIK ve GID asetil kolin esteraz (AChE) aktivitesi karsilastirildiginda; gruplar arasinda
anlamlhi fark saptanmadi (p=0,262). GVK ve GVD AChE aktivite degerleri
karsilastirildiginda; AChE aktivitesinde anlamli fark bulunmad: (p=0,715) GXK ve GXD
AChE aktivite degerleri karsilastirildiginda; AChE aktivite degerleri arasinda anlamli fark
saptanmadh (p=0,775). GIK ve GVK ile GXK AChE aktivite degerleri karsilastirildiginda;
gruplar arasinda anlamli fark saptanmad: (p=0,05). GID ve GVD ile GXD AChE aktivite
degerleri karsilastinldiginda; AChE aktivite degerleri arasinda anlamli fark saptanmadi
(p=0,375) (Grafik 1).
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Grafik 1: AChE aktivite sonuglari

Western Blot Analiz:
Western blot analizinde tau ile amiloid-beta ekspresyonlar1 ve tau fosforilasyonu
degerlendirildi.

GIK ve GID tau ekspresyonlar: sonuglari karsilastirildiginda tau ekspresyon diizeyleri
arasinda anlamli fark saptanmadi (p=0,715). GVK ve GVD tau ekspresyon dizeyleri
karsilastirildiginda degerler arasinda anlamli fark saptanmad: (p=0,273). GXK ve GXD tau
ekspresyon diuizeyleri karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli fark saptanmadi (p=0,116).
GIK ve GVK ile GXK tau ekspresyon duzeyleri karsilastirildiginda; GXK tau ekspresyon
dizeyleri GIK ve GVK tau ekspresyon dizeyleri goére anlamli dusik bulundu (sirasiyla
p=0,001; p=0,006). GID ve GVD ile GXD tau ekspresyon diizeyleri karsilastirildiginda; GXD
tau ekspresyonlar1 GID tau ekspresyon diizeyleri gore anlamli distk bulunurken (p=0,001);
GVD tau ekspresyon dizeyleri ile GID tau ekspresyon degerleri arasinda anlamli fark
saptanmad: (p=0,078) (Sekil 3) (Grafik 2).
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Grafik 2: Tau ekspresyonu diizeyleri

*** p< 0,001 GXK & GIK Karsilastirildiginda anlamli diistik
*** p< 0,001 GXD & GID Karsilastirildiginda anlamli diistik
* p< 0.05 GXK & GIK karsilastirildiginda anlamli dusiik
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Tau proteinin fosforilasyonu (p-Tau) incelendiginde; GIK ve GID gruplar: arasinda p-
tau duzeyleri arasinda anlamli fark saptanmad: (p=0,347). GVK ve GVD p-tau dizeyleri
karsilastirildiginda diizeyler arasinda anlamli fark bulunmad: (p=1,000). GXK ve GXD p-tau
duzeyleri karsilastirildiginda diizeyler arasinda anlamli fark saptanmad: (p=0,144).GIK ve
GVK ile GXK p-tau dizeyleri karsilastirildiginda; gruplar arasinda anlaml: fark saptanmadi
(p=0,152). GID ve GVD ile GXD p-tau duzeyleri karsilastirildiginda; GXD p-tau dizeyleri
GID ve GVD p-tau duzeylerine gore anlamli yiksek bulundu (sirastyla p=0,016; p=0,008)
(Sekil 4) (Grafik 3).
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Sekil 4: Sekilde p-Tau bant yogunluklar: gosterilmektedir. Tau bant yogunlukluklarina gore
normalize edilerek degerlendirilmistir.
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Grafik 3: Tau fosforilasyonunun total tau’ ya gére normalize edilmis bant yogunluklar:
*** p< 0,001 GXD & GID Karsilastirildiginda anlamlr yiiksek
** p< 0,01 GXD & GID karsilagtirildiginda anlamli yiksek

Amiloid-beta proteininin ekspresyon diizeyleri incelendiginde; GIK ve GID gruplar
arasinda amiloid-beta proteininin ekspresyon dizeyleri arasinda anlamli fark saptanmadi
(p=0,337). GVK ve GVD amiloid-beta proteininin ekspresyon dizeyleri karsilastirildiginda
degerler arasinda anlamli fark saptanmad: (p=0,580). GXK ve GXD amiloid-beta proteininin
ekspresyon diuzeyleri karsilastirildiginda degerler arasinda anlamli fark saptanmadi (p=0,199).
GIK ve GVK ile GXK amiloid-beta proteininin ekspresyon dizeyleri karsilastirildiginda;
gruplar arasinda anlamli fark saptanmach (p=0,206). GID ve GVD ile GXD amiloid-beta
proteininin  ekspresyon diuzeyleri Kkarsilastinldiginda; GVD amiloid-beta proteininin
ekspresyon dizeyleri GID ve GXD amiloid-beta proteininin ekspresyon dizeyleri gore
anlamli disik bulundu (sirastyla p=0,001; p=0,001) GID ve GXD amiloid-beta proteininin
ekspresyon duzeyleri karsilastirildiginda; GXD amiloid-beta proteininin ekspresyon diizeyleri
GID amiloid-beta proteininin ekspresyon diizeylerine gore anlaml1 disiik bulundu (p= 0,004)
(Sekil 5) (Grafik 4).
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Grafik 4: Amiloid-beta ekspresyonunun aktine gére normalize edilmis bant yogunluklar:
*** p< 0,001 GVD & GID Karsilastirildiginda anlamli diistik

*** p< 0,001 GVD & GXD Karsilastirildiginda anlamli diistik

* p< 0.05 GID & GXD karsilagtirildiginda anlaml1 duisiik
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Apoptoz degerlendirilmesinde; GIK ile GID gruplari arasinda apoptoz degerleri
karsilastirildiginda anlamli fark saptanmadi (p=0.20). GVK ile GVD gruplar1 arasinda
apoptoz degerleri karsilastirildiginda anlamli fark bulunmadi (p=1.00). GXK ile GXD
gruplar1 arasinda apoptoz degerleri karsilastirildiginda anlamli fark saptanmadi (p=0.153).
GIK ve GVK ile GXK apoptoz degerleri karsilastirildiginda; gruplar arasinda anlamli fark
saptanmach (p=0,054). GID ve GVD ile GXD apoptoz degerleri karsilastirildiginda; GXD
apoptoz degerleri GID ve GVD apoptoz degerlerine gore anlamli distk bulundu (sirasiyla
p=0,036; p=0,01). GID ve GVD apoptoz degerleri karsilastirildiginda; gruplar arasinda
anlaml1 fark saptanmad: (p= 1,00) (Grafik 5).
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Grafik 5: Apoptoz degerleri
* p< 0.05 GXD & G!D karsilastinldiginda anlaml diistik
** p< 0,01 GXD & GVD karsilagtirildiginda anlamli diigiik
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TARTISMA:
Bu calismada yenidogan déneminde tekrarlayan 0,6 MAK desfluran uygulamasinin

gelismekte olan beyinde yaptig: degisiklikleri saptamak ve Alzheimer patogenezinde rol alan
asetil kolin esteraz, tau, fosforile tau ve amiloid beta proteinlerine desfluran maruziyetinin
etkisinin arastirilmas: amaglandi.

Calismamizda tekrarlayan 0,6 MAK desfluran uygulamasinin yenidogan rat beyninde
asetil kolin esteraz, tau, fosforile tau ve amiloid beta dizeylerini degistirmedigini; tau ve
fosforile tau dizeylerinde artan yasla iliskili degisiklikler oldugunu ve tau seviyesindeki
azalma ile fosforile tau seviyesindeki artisin anestezi alan gruplarda daha yuksek oldugunu
saptadik. Ayrica tekrarlayan desfluran uygulamasinin apoptozu azalttigim gosterdik.

Anesteziyle induklenen ndroapoptoz calismalarinda ve davrans testlerinde denek
olarak siklhikla rat kullanildigr igin calismamizda, gelismekte olan memeli beyninde
anesteziyle indiklenen nérotoksisite ve nérokognitif bozuklugu arastirmak Uzere Wistar tiri
ratlar kullamlmstir (11,32,33).

Ratlarda % 50 agril1 uyarana cevapsizlig: saglayan izofluran konsantrasyonu 1 MAK
olarak kabul edilmektedir (34). Neonata farelerde desfluran MAK’1 arastirilmissa da neonatal
Wistar ratlar i¢in hesaplanms bir desfluran MAK degerine literatirde rastlanmamustir. Erigkin
ratlarda desfluramn MAK degeri %5,72 dir (35). Neonatal ratlarda desfluran MAK degerinin
%19 arttig1 gosterilmistir (36). Bu kaynaklar 1siginda neonatal ratlar icin hesaplanan MAK
degeri %6.78 dir.

Eriskin ratlarda 1,25, 1,5 ve 1,75 MAK izofluran, sevofluran ve desfluran ile burst
supresyon oldugu gosterilmistir (37). Ayrica 7 gunlik ratlarda uzayan anestezi siresinin
MAK’1 azalttigi gosterilmistir (4 saatlik uygulama sonrast izofluranin MAK’1 %56 oraninda
azalmaktadir) (38). Nasu ve ark (39) 0,5 MAK izofluran verilen ratlarin kas gevsetici
olmadig1 halde agril1 uyar1 varliginda kagma cabasinda olmadiklarim ve bu MAK degeri ile
hipotansiyon insidansinin daha az oldugunu belirtmislerdir. Anestezi uygulamalarinda
inhalasyon anestezikleri genellikle kas gevseticiler ve analjeziklerle birlikte kullanildigindan
anestezi idamesinde inhalasyon anestezikleri 1 MAK altindaki degerlerde kullamimaktadirlar.
|staphanous ve ark (40) da calismalarinda 0,55-0,6 MAK izofluran, sevofluran ve desfluran
kullanmiglardir. Bu bilgiler 1s1ginda bizde calismamizda 0,6 MAK desfluran kullandik.
Calismalarda bu MAK degerlerinde kullanilan tim inhalasyon ajanlarinin benzer derecede
norotoksik olduklar1 saptanmusdir.

Anestezi altindaki yenidogan ratlarda, kiiciik olmalar: nedeniyle; elimizdeki cihazlarla
hemodinamik ve solunumsal monitérizasyonlar: teknik nedenlerle uygulanabilir olmadigindan
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yapamadik. Ayrica daha once yapilmis calismalarda; gruplardan randomize olarak segilen
birer rattan alinan arteriyel kan gazi analizi sonuglarinda herhangi bir metabolik ve
solunumsal anormallik saptanmamis olmasi ve kan glukoz diizeylerinin normal sinirlarda
oldugunun tespit edilmis oldugu calismalar: (41-43) dikkate alarak, ayni deney diizenegini
kullandigimiz  ¢alismamizda ayrica elimizdeki cihazlarin, hemodinamiyi etkilemeyecek
duzeyde alinan kucuk kan voltimlerinde (100 mikrolitre) 6lgime uygun olmamasi nedeniyle
calismamizda arteriyel kan gazi analizi yapamadik.

Yuvalarinda yenidogan ratlarin rektal 1silari, ortam sicakligi ve nemine bagli olarak 32
ile 39°C arasinda degisecegi vicut sicakligindaki degisikliklerin MAK’1 degistirecegi goz
onlnde tutularak (44), calismamizda tim denekler bulundugu kavanozlar sabit 37°C sicak su
banyosunda tutuldu.

Calismamizda 0,6 MAK desfluramin amiloid  protein olusumunu 1, 5 veya 10 kez
uygulama sonrast arttirmadigint saptadik. Artmis amiloid B Uretimi ve agregasyonu AH’nin
noropatolojisini hizlandiran nedenler arasinda sayilmaktadir. Deneysel hayvan modellerinde
saptanan inhalasyon anesteziklerine maruziyet ile artan AH patolojilerinden kabul
edilmektedir (45). Deneysel calismalarda izofluran, sevofluran ve halotamn amiloid § artisina
neden oldugu, bunun da anestezi ile norokognitif hastalik patogenezi arasindaki iliskiyi
aciklayabilecegi belirtilmistir (46). Y Uksek konsantrasyonlarda halotan ve izofluran, klinikte
kullanilan  konsantrasyonlarda izofluran ve desfluran anestezisinin  amiloid beta
oligomerizasyonuna neden olabildigi gosterilmistir (26). Bianchi ve ark. (47) 5 giin boyunca
her glin halotan veya izofluran anestezisi uyguladiklar: farelerde kontrol grubuna gore daha
fazla amiloid plak olusumu saptamuslardir.

Zhang ve ark (48) 6 saat %12 desfluran uygulamasinin tek basina kaspaz 3
aktivasyonu, amiloid protein prekirsori veya amiloid B protein olusumunu arttirmadigini
ancak hipoksi (%18 O,) ile birlikteliginde bu maddelerde artisa neden oldugunu
gosermislerdir. Calismacilar desfluramin  sadece hipoksik kosullar  varliginda AH
ndropatogenezini artirabilecegini belirtmiglerdir. Bizim bulgularimizdan farkl: olarak Mandal
ve ark (49) izofluran ve desflurana tabi tuttuklarr amiloid p peptid solisyonunda amiloid f
prekirsor proteinin arttigint bulmuglardir. Calismacilar amiloid  peptidin yasli beyinde
miktarinin arttigim dolayisiyla anestezi maruziyeti ile AH riskinin arttigim belirtmektedirler.
Cssitli calismalarda sevofluran (50,51), izofluran (52,53) ve hipokapninin (54) amiloid
artisina neden olabildigi gosterilmistir. Benzodiazepinlerden diazepam ve midazolam ise bu
acidan guvenli gorunmektedirler (55).
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Loop ve ark. (56) T hicre kudltard kullandiklart calismalarinda izofluran ve
sevofluranin mitokondri membran gegirgenligini artirarak apoptoz olusturdugunu gosterirken
desfluranin proapoptotik 6zelligini saptayamarmislardir. Bir diger hiicre kaltirt ¢alismasinda
(yenidogan rat serebral korteksinden hazirlanmis kortikal hticre kaltird) sevofluran ve
desfluramin farkli konsantrasyonlarimin oksijen ve glukoz yoksunlugunun tetikledigi hticre
Oluminu azalttiklar: gosterilmistir (8). Zhang ve ark (57 ) izofluramn caspaz-3 aktivasyonu
yaptigint ve 6grenme ve bellek fonksiyonunda bozulmaya neden olurken ekipotent dozda
desfluranin bu etkileri gostermedigini saptamislar, AH olan hastalarda desfluran kullamminin
izoflurana goére daha guivenli olabilecegini belirtmislerdir. Bu ¢alismacilarin sonuclar: bizim
¢alismamizin sonuglarina benzerdir.

Calismamizda tekrarlayan desfluran uygulamasinin apoptozu azalttigim goésterdik.
Ancak kontrol gruplarindada apoptozun yenidogan ratlarda ilerleyen yagsla birlikte istatistiksel
anlamliligi olmasada azaldigini saptadik. Bu sonucumuz  Liu ve ak (58) rat
hipokampuslerinde yaptiklar1 incelemelerde postnatal 7. giinde apoptotik hiicre sayisinin en
fazla oldugu ilerleyen yasla birlikte azaldigim gosterdikleri ve apoptozun gelisen beyin igin
gerekli bir sireg oldugu ve noronal gelisim icin 6zellikle néronal prekirsorler ve postmitotik
noronlarin 6ldugu bildirdikleri sonuclar ile benzerdir. Ayrica Verney ve ark (59) da benzer
sekilde postnatal 0. ve 14. gunler arasindaki ratlarin pariyetal neokortekslerinde histogenetik
hiicre 6lumuni arastirdiklar: ¢alismalarinda hticre 6lumuinin 4. giinden itibaren arttigin: ve 8.
gunden sonra azalmaya bagsladigini gostermislerdir. Calismamizdaki apoptoz sonuclarimiza
benzer sekilde Zhang ve ark (60 ) %2 konsantrasyomnda izofluramn apoptoz olusturdugunu
ancak %12 konsantrasyonda desfluranin apoptotik etkisini saptayamadiklarim belirtmiglerdir.
H4 insan ndroglioma hticre kuiltirine desfluran uygulanan bir ¢alismada hipoksinin olmadig:
kosullarda desfluranin apoptoz olusturmadigi gosterilmistir  (48). Bianchi ve ark (47) da
tekrarlayan izofluran ve halotan anestezisi uyguladiklar: farelerde apoptoz saptamarmislardir.

Bizim sonuglarimiza zit olarak Liang ve ark ( 64) neonatal farelerde 0,5 MAK
izofluran ve sevofluramn 6 saat boyunca uygulanmasi sonrasi belirgin olarak apoptozu
arttirdigim bulmuslardir. Johnson ve ark (65) izofluramin gesitli konsantrasyonlarinin (%2,
%1.5 ve %0.75) neonatal farelerde apoptoz olusturdugunu gostermis, Istaphanous ve ark (40)
ise 7 gunlik farelerde 0,6 MAK desfluran, izofluran ve sevofluramin benzer dizeylerde
apoptoz olusturdugunu belirtmislerdir. Kodama ve ark. (63) 6 gunlik farelerde 0.7 MAK
desfluran uygulamasinin siire ve doza bagimli olarak apoptotik ndrodejenerasyonu arttirdigin
gogtermislerdir. Ayrica desfluramin néroapoptotik etkisinin izofluran ve sevoflurana gore daha
fazla oldugunu belirtmislerdir (desfluran>izofluran>sevofluran). Bir diger ¢calismada 1 MAK
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desfluran uygulamasimn 7 gunlik ratlarda caspaz-3 pozitif apoptotik hiicre sayisini arttirdigi
ancak 6grenme ve bellek testlerinde bozukluk yapmadig: saptanmistir (34). Calismamizda

1, 5 ve 10 kez 0.6 MAK desfluran uygulamasinin neonatal ratlarda apoptozu artirmadigin
saptadik.  Ozellikle yenidogan deneklerde yapilan tiim calismalarda bizim calismamizdan
farkl: olarak kontrol grubunun tek secilmesi tekrarlayan anestezi uygulamalarinda yasa bagli
degisikliklerin fark edilmesini zorlastirmis olabilir. Calismamizdaki bir diger farkliligimiz
uyguladigimiz desfluramin MAK diizeyinin distk olmasidir.

Tau proteini, AH  nin histopatolojik bulgularindan biridir. Fosforile tau proteini de AH
olanlarda normal beyine gore daha fazladir. Ayrica aglik, insilin veya deoksiglukoz
enjeksiyonu veya soguk suda yizme gibi stres durumlarinda da arttigi gosterilmistir. Tau
fosforilasyonu, strese karsi noral stres yanit sistemi tarafindan olusturulan hizli bir yanittir
(30). Calismamizda ratlarin su ve yiyecege serbestce ulasmasina ve desfluran uygulamasi
disinda annelerinin yamnda kalmalarina izin verilmis, vicut sicakliklart deney siiresince
korunmustur. Planel ve ark (64) yaptiklar1 deneysel calismalarda anestezinin, intraperitoneal
kloral hidrat veya sodyum pentobarbital ve inhalasyon gjanlarindan izofluramn, hizli ve masif
tau hiperfosforilasyonuna neden oldugunu gostermislerdir. Ancak calismacilar amiloid beta
artis1 saptayamamis ve normotermi saglandiginda tau fosforilasyonunun normal dizeylere
geldigini tespit etmislerdir. Bu nedenle tau fosforilasyonun anesteziden ziyade anestezinin
neden oldugu hipotermiye bagli olabilecegini belirtmislerdir. Diger bir calismada kisa sireli
anestezi uygulamasinmin (30 sn eter veya 5 dk pentobarbital) hipotermiye neden olmadan da
belirgin tau fosforilasyonuna neden olabildigi goserilmistir (65). Bu da anestezinin
hipotermiden bagimsiz bir mekanizmayla da tau fosforilasyonuna neden olabildigini
distndirmektedir.

Calismamizda 1, 5 ve 10 kez desfluran uygulanan yenidogan ratlarin tau ve fosforile
tau degerlerinin kontrol gruplariyla karsilastirildiginda anlamli olarak farkli olmadigini
saptadik. Buna karsin tau dizeylerinin yasla ilgili olarak, hem kontrol hem de anestezi
gruplarinda azaldigini, fosforile tau’ nun ise benzer sekilde arttigim gosterdik. Watanabe ve
ark. (66) 1 gunlik ve 10 haftalik rat beyninde yaptiklar: incelemelerinde eriskin beyninde
fosforile tau dizeylerinin azaldhigim saptamuslar, aradaki yaslardaki degisiklikleri ise
gosterememislerdir.

Normal yaslanmada bir miktar néron ve hacim kaybi, akson ve dendrit yapisinda yer
alan sinaptik protein sentezinde azalma, mitokondriyal hasar, inflamatuvar yanit, Ca'
regulasyonunda degisiklik ve DNA tamir yeteneginde azalma gorulebilmektedir. Yaglanmaile
ilgili degisikliklerin bazilar1 tim beyinde gorilebilirken g¢ogunlukla etkilenen boltmler
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frontal- pariyetal loblar ve hipokampustur (67). Paban ve ark. (67 ) 4 (geng), 18 (ortayash) ve
30 (yasl) aylik ratlarda yaptiklar: hipokampal incelemede tau proteininin orta yash ratlarda
genc ve yasl gruba gore anlamli olarak daha ytksek miktarda oldugunu gostermislerdir.

Weiss ve ark. (68) postnatal 5, 8, 12, 16 ve 20. gunlerde proton magnetic resonance
spectroscopy (1H MRYS) ile yaptiklari beyin incelemelerinde tau diizeylerinin orta beyin,
talamus, putamen ve bazal gangliada 12. giine kadar arttigini ancak sonraki 6lgimlerde tekrar
azalmaya bagsladigin1 gostermislerdir. Calismacilar bu artisin diger metabolit degisimleriyle
birlikte gelisen beyinde dendrit ve akson bilyimesi ve miyelin formasyonu igin gerekli
oldugunu ve gelisim sirasindaki etkilenmelerin mental bozukluklara neden olabilecegini
belirtmiglerdir. Bizim sonuglarimizda ¢alismalardaki sonuclar ile benzerdir.

Liu ve ark. (69) izofluran uyguladiklar1 yash ratlarin 6grenme ve bellek testlerinin
anestezi sonrasi bozuldugunu ancak amiloid beta ve tau protein dizeylerinin degismedigini
gogermislerdir. lkeda ve ark (30) farelerde eter anestezisinin hipokampusta tau
fosforilasyonunda artisa neden oldugunu gostermislerdir. Perucho ve ark. (53) ise izofluran
uyguladiklar1 farelerde amiloid B artisim gosterirken, tau veya fosforile tau artis
saptayamamuslardir.

Tekrarlayan anestezi uygulamalar1 norotoksisite, 6grenme ve bellek fonksiyonlarinda
bozukluga neden olabilir. Ozer ve ark. (9) 30 giin boyunca subanestezik dozlarda halotan,
sevoflurane ve desfluran uyguladiklar: ratlarda 6grenme ve bellek bozukluklari ve davrang
degisiklikleri oldugunu saptamuslar. Arastirmacilar ¢ inhalasyon anestezigi iginde en gok
bozukluga neden olanin desfluran oldugunu belirtmislerdir. Perucho ve ark. (53) 3 ay boyunca
haftada iki defa izofluran uyguladiklar: vahsi tip farelerde 6grenme ve bellek bozuklugu veya
norotoksisite saptamamuslardir. Iki hafta boyunca haftada iki defa 4 saat %1.3
konsantrasyonda izofluran uygulanan farelerde tauw'nun mikrotUbillerden ayrildig:
[mikrottbillerden ayrilan tau agregasyona ugrayarak AH patogenezinde yer alan toksik
maddeleri olusturur (26)] gogerilmistir (64). Calismamizda 6grenme ve bellek testleri
yapmamis olmakla birlikte 0,6 MAK desfluran uygulamasimin AH ile iliskilendirilen tau,
fosforile tau, asetilkolinesteraz ve amiloid B protein dizeylerinde artisa neden olmadigini
saptadik. Ancak anestezi uygulanan gruplarda saptadigimiz tau azalmasinda ve fosforile tau
artisgindaki  hizlanma  beyin  gelisimini  bozarak ileriki yaslarda 6grenme/bellek
fonksiyonlarinda bozulmaya yatkinlig: artiriyor olabilir.

Artmis AChE aktivitesi insanlarda beyindeki amiloid plaklarla iliskilendirilmistir.
Artrmis AChE, AH olanlarda beyinde ve beyin-omurilik sivisinda gosterilmis, ayrica amiloid
plaklarin etrafinda yerlestigi saptanmustir (70). Hu ve ark. (71) amiloid B artisinin AChE

30



duzeyini enzim yikimini azaltarak arttirdigim gostermislerdir. Yapilan literatiir taramasinda
anestezinin AChE duizeylerine etkisi ile ilgili bir makaleye rastlanmamstir. Calismamizda 0,6
MAK desfluran anestezisinin AChE duiizeylerini degistirmedigi saptanmustir.

Calismamizda 7 gunlUk ratlarda 1,5 ve 10 kez 0,6 MAK desfluran uygulamasi sonrasi
hipokampal tau, fosforile tau, asetil kolin esteraz ve amiloid 3 prekirsor protein dizeylerinde
anlamli bir artis saptanmadi, ancak artan yasla birlikte anestezi uygulamasi ile hizlanan tau
diizeyinde azalma ve fosforile tau diizeyinde artma oldugu saptandi. Ayrica tekrarlayan
desfluran uygulamasinin apoptozu azaltigini gosterdik.

Literatirde 7 gunlik yenidogan ratlarda desfluran uygulamasim takiben rat
hipokampusunda AH patogenezinde yer alan tau, fosforile tau, asetil kolin esteraz ve amiloid
B prekirsor protein duzeylerinin arastirildign bir calismaya rastlamadik. Bu yonuyle
calismamiz 7 gunlik yenidogan ratlarda yapilan literatirdeki ilk calismadir. Anestezinin
neden oldugu tau fosforilasyonundaki hizlanmanin ileriki yaslarda 6grenme ve bellek
fonksiyonlart ve AH patogenezi Uzerine etkilerinin arastirilmast amaciyla daha ileri
calisgmalara gereksinim vardir. Ayrica tekrarlayan 0,6 MAK desfluran uygulamasinin yagsla
birlikte azalan apoptozu hizlandirdigini, bu sonucumuzunda distk konsantrasyonda
tekrarlayan desfluran anestezisinin noroprotektif etkisinin oldugunu distindirmektedir.
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