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OZET:

SIRK ADIYEN RITMIN iZOFLURAN UYGULANAN YENIDOGAN RATLARDA
NOROTOK SISITE UZERINE ETKISININ ARASTIRILMASI

Alper Dogan , Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakiiltes,
Anesteziyoloji ve Reanimasyon Anabilim Dal1, IZMIR

Amag: Sedasyon ve anestezi uygulamalarinda kullanilan bazi ilaglar gelismekte olan hayvan
santral sinir sisteminde histopatolojik degisikliklere neden olur. Bu gozlemler anestezik
ganlarin pediyatrik hastalarda kullammmlariyla ilgili kaygilari ortaya cikarmustir. Bu
calismanmin amaci sirkadiyen ritmin izofluranin neden oldugu ndrotoksisite Uzerine olasi

etkilerini arastirmaktir.

Yontem: Apoptotik nrodejenerasyonu tetiklemek igin daha onceki galismalarda tamimlanan
sekilde 7 gunlUk rat yavrularina 6 saat sliresince %1,5 izofluran uyguladik. 26 yenidogan rat
calismaya alindi ve 4 gruba randomize edildi. Yavru ratlara 07:00-13:00 (gindiz grubu) ve
19:00-01:00 (gece grubu) saatleri arasinda anestezi uyguland: ve kontrol gruplar: aynm zaman
araliklar siiresince oda havasinda tutuldu. izofluran anestezisinin sona ermesinden iki saat
sonraratlar histopatolojik calismalar igin sakrifiye edildi.

Bulgular: Histopatolojik bulgular degerlendirildiginde hem gece hem de gunduz grubunda
%1,5 konsantrasyonda uygulanan izofluranin gelismekte olan rat beyninde néroapoptotik
etkisi bulundu (p<0.05). Noroapoptotik yanitin, talamus paraventriktler nikleus, korteks ve
hipokampus CA1 bélgelerinde glindiiz izofluran uygulanan grupta, gece izofluran uygulanan
gruba gore daha fazla oldugu saptand: (p<0.05).

Sonug: Bulgularimiza gore izofluramn olusturdugu ndroapoptozun sirkadiyen bir ritminin
oldugu ve deneysel calismalardan elde edilen bulgularin pediyatrik anestezi uygulamalarina

uyarlamadan once iyi tasarlanms klinik arastirmalara gereksinim oldugu kamisina varild.

Anahtar Kelimeler: izofluran, rat, sirkadiyen ritim, norotoksisite



SUMMARY:

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF CIRCADIAN RHYTHM ON
NEUROTOXIC EFFECT OF ISOFLURANE ADMINISTRATION
IN NEWBORN RATS
Alper Dogan, MD. Dokuz Eylul University, School of Medicine,

Department of Anesthesiology and Reanimation, IZMIR.

Aim: Some drugs used for sedation and anesthesia procedures produce histopathologic
central nervous system changes in juvenile animals. These observations have raised concerns
regarding the use of these drugs in pediatric patients. The aim of this study is to investigate
the possible effects of circadian rhythm on neurotoxicity triggered by isoflurane.

Material and M ethods: We have administered 1,5% concentration of isoflurane anesthesia
for 6 hours to 7 day old infant rats as previously descibed in order to trigger apoptotic
neurodegeneration. 26 newborn rats were involved and randomized to four groups. Rat pups
were exposed to anesthesia between 07:00 am-01:00 pm (day group) and 07:00 pm-01:00 am
(night group) and controls were exposed to room air during same time intervals. Two hours

after cessation of isoflurane anesthesia rats were sacrificed for histopathological studies.

Results: Histopathological studies have confirmed the neurotoxic effect of 1,5%
concentration of isoflurane anesthesia in developing rat brain either in day or night groups
(p<0.05). Neuroapoptotic response in thalamus paraventricular nucleus, cortex and
hippocampus CA1 region was observed stronger in day group than night group (p<0.05).

Conclusion: According to our findings we decided that there is a circadian rhythm in
isoflurane neurotoxiciy and well designed clinical investigations are needed to assess the

potential relevance of the animal findings to pediatric anesthesia.

Keywords:. Isoflurane, rat, circadian rhythm, neurotoxicity



GIRIS

Gunuimuzde prematir bebeklere ve ¢ok kiguk cocuklara degisik nedenlerle genel
anestezi uygulamast sik karsilasilan bir durumdur. Geleneksel olarak genel anesteziklerin
guvenli oldugu bilinmesine karsin, deneysel calismalarda bu aanlarin  gelisimini
tamamlamamis memeli beyninde zararl: etkilerinin olabilecegi bildirilmistir."> Gelismekte
olan beynin sinaptogenez sirasinda N-metil D-aspartat (NMDA) glutamat reseptorii bloke
edici veya gama amino buitirik asit (GABA,) reseptorlerini potensiyalize edici gjanlara maruz
kalmasi sonucu, yaygin apoptotik nérodejenerasyonun tetiklenebilecesi gosterilmistir.? Halen
kullamimakta olan gjanlar anestezik etkilerini NMDA reseptor blokajiyla [Ketamin, N,O
(Azot protoksit), Xenon] veya GABAA reseptor potensiyalizasyonuyla (benzodiyazepinler,
barbittratlar, propofol, etomidat, izofluran, enfluran ve halotan) gosterirler.

Uemura ve ark.®> uzun sireli halotan uygulamasinin (8 saat/giin, 5giin) sinaptik
dansiteyi azalttigini ve davranis gelisimini durdugunu bildirmislerdir. Ikonomidou ve ark.*
bir NMDA reseptor antagonisti olan MK-801'in 7 gunlik ratlarda kullamlmasinin, yaygin
apoptosize neden oldugunu saptamislardir. Hayashi ve ark.” tek doz (25, 50 ve 75 mg/kg™)
ketamin uygulamasinin apoptozise neden olmadigini, ancak (25 mg/kg™) 9 saat siiresince 7

kez enjeksiyon yapilmasinin nérodejenerasyona neden oldugunu gostermislerdir.

Jevtovic-Todorovic ve ark.’min* 7 gunlik ratlarda 6 sasat boyunca farkl:
konsantrasyonlarda veya kombinasyonlarda N»O, izofluran ve midazolam uyguladiklar:
caismalarinda, tek basina NO veya midazolam uygulamalarimin  apoptotik
norodejenerasyona neden olmadigini, izofluranin ise tek basina (% 0.75, 1 veya 1.5) doz
bagimli nérodegienerasyona neden oldugunu saptamiglardir. Ayrica ayni  cgalismada
midazolamin toksk olmayan dozunu (9 mg/kg) takiben izofluran minimal toksk
konsantrasyonda (% 0.75) 6 saat uygulandiginda, apoptotik ndrodejenerasyonda tek basina
izofluran uygulamasina gore belirgin artis oldugunu bildirmiglerdir.

Johnson ve ark.’ 5-7 gunlik yenidogan farelere farkli konsantrasyon ve siirelerde
(%0.75-4 saat, %1.5-2 saat, %2-1 saat) uygulanan izofluranin, nGroapoptozda belirgin artisa
neden oldugunu gostermistir.



Deneysel calismalarda, genel anestezik gjanlarin uygulandigi zamana gore anestezik
etkisinin zamansal degisiklikleri bildirilmistir.”** Ratlarda 35 mg/kg pentobarbital ile 16:00—
22:00 sagtleri arasinda yapilan anestezi uygulamasinda anestezi slresinin gunin diger
zamanlarina gore daha uzun oldugunu saptanmustir.” Farelere saat 10:00 da enjekte edilen
ketaminin hipnotik etkisi, yaklagik 50 dk iken, 22:00 de enjekte edildiginde 70 dk olarak
bulunmustur.? Rebuelto ve ark.*'® ratlarda ketamin veya ketamin ve midazolam
kombinasyonuna en uzun anestezik yanitin gun i¢i dénemde (ratlarda dinlenme periyodu)
ortaya ciktigini gostermislerdir. Charlette ve ark.* ratlarda propofoliin maksimal etkinliginin

isiklar yandiktan 7 saat sonra (dinlenme periyodunun ortasi) ortaya ¢iktigim saptamuslardir.

Halojenli ganlarin etkinliginde veya toksisitesindeki zamansal degisiklikler cok az
arastirilmistir. Ratlarda halotanin minimum alveoler konsantrasyonu (MAK) saat 12:00 de %
1.26 iken, saat 20:00 de %1.45'e ciktigi bildirilmistir.’? Bu sirkadiyen degisikliklerin
mekanizmalar: bilinmemektedir. Reseptor say1 ve aktivitesindeki sirkadiyen ritmisite oldugu
kadar, dagilim ve metabolizmasindaki ritmisitenin de bu degisikliklerde etkili olabilecegi
distintil mektedir.*3

Pubmed’ de (Mayis 2008 tarihine kadar) yaptigimiz literattr taramasinda, sirkadiyen
ritmin, yenidogan ratlarda olusturulan genel anestezik norotoksisitesi Uzerindeki etkisini
arastiran galisma bulunmadigint saptadik.



AMAC

Bu calismada, yenidogan ratlarda izofluranin neden oldugu norotoksisiteye,
sirkadiyen ritmin olasi etkilerinin arastirilmas: amaglanmustir.



GENEL BIiL GiLER

Glnumizde yapilan operasyonlarda cesitli anestezik aganlar kullanilmaktadr.
Anestezi uygulamalarinda kullanilan ajanlarin insanlar Uzerindeki ¢ogu etkileri bilinmekle
birlikte, bu gjanlarin neden oldugu farkli etkiler stirekli olarak arastirilmaktadir . Pediyatrik
anestezide kullanilan anestezik ajanlarin gelismekte olan santral sinir sistemine (SSS) etkileri
halen en sik arastirilan konular arasinda 6nceligini korumaktadir. Degisik nedenlerle anestezi
almak zorunda kalan pediyatrik yas grubunda, inhalasyon ajanlarinin gocugun beyin gelisimi
ve Ogrenmesi Uzerine etkileri henliz tam olarak aydinlatilamamustir. Anestezik ajanlarin
gelismekte olan SSS Uzerindeki etkilerini bilmek, pediyatrik anestezi uygulamalarinda
blylk yarar saglayacaktir.

Gend Anesteziklerin Santral Sinir Sisseminde Etki M ekanizmalari

Ratlarla yapilan ¢aligmalarda anestezik ajanlarin rat beyninde (Sekil 1) ve ozellikle
hipokampiis bolgesinde yaptig: degisikler sik olarak arastirilmustir.*#****> Bunun nedeni,
hipokampus bolgesinin SSS de anestezik gjanlarin sinaptik transmisyon Uzerine etkilerinin
en iyi gosterilebildigi bdlge olmasidir. Hipokampis afferent ve efferent yapilar,
norotransmiterler ve birgcok katmandan meydana gelen (gyrus dentatus, hipokampus, fimbria
hippocampi) limbik bir yapidir. Ayrica anestezik ajanlarin ana hedef bélgelerindendir.*

Serebral korteks. o Serebellum

Qlfaktér
cikinti

Talamus
Hipotalamus Orta beyin

Olfaktér
cikinti

Hipotalamus Orta beyin Serebellum

Sekil 1. insan (solda) ve rat (sagda) beyninin midsagital kesitleri.™

Hipokampuste, interndronlar icinde GABA ve onun sentezleyici enzimleri bulunur.
Bu noronlar eksitatér sinaptik akimlarin ve piramidal hiicre desarjinin inhibisyonunu saglar.™



GABAerjik interndronlar tim nodron populasyonunun %710'unu olusturur. GABAnerjik
interndronlar  hipokampis ve diger kortikal bolgelerdeki noronal  aktivitenin
uyarilabilirliginde ve senkronizasyonunda énemli rol oynamaktadir.">'’ Bununla birlikte
global ve lokal beyin fonksiyonlarinda rol oynayan inhibitdor interndronlar Gizerine anestezik
ajanlarin hiicresel ve molekiiler diizeyde etkilesimleri heniiz tam olarak bilinmemektedir.*®

Kullamilan genel anestezikler memeli SSS'de iki mekanizma Uzerinden etki
gostermektedirler. >
1. GABAA reseptorleri yoluyla inhibisyonda artis (benzodiyazepinler, barbitiratlar, propofol,
etomidat, izofluran, enfluran ve halotan)

2. NMDA reseptorlerinin eksitasyonunda azalma (ketamin, N2O, xenon)

Volatil anestezik ajanlar memeli SSS nde noronal aktiviteyi deprese eder ve GABAA
reseptor-iyon kanal kompleksinden CI° akimimin inhibisyonunu arttirirlar.  Ayrica
konsantrasyona bagimli sekilde, spontan olarak, neokortikal ndronlarin aksiyon potansiyel
ateglemelerini deprese ederler.™®

Volatil anesteziklerin sinaptik GABAa reseptorleri Uzerinde;
1- Decay Phase’ da uzama
2- inhibitér postsinaptik akim' larin (IPSA) pik amplitiidiiniin azalmast
3- Glutamat salinimini inhibe etme gibi 6zellikleri bulunmaktadir.*>*

Bircok caligmada anesteziklerin, noron kilturlerinde GABAA reseptorleriyle ilgili
singptik akimlari: ve in vivo olarak cornu ammonis 1'deki (CA1) piramidal hticrelerde ve
beyin kesitlerinde Decay Phase'i uzattigi bulunmustur.’” inhibitér akimlarin bu sekilde
uzamasi sinaptik inhibisyonun kuvvetlenmesi ve SSS nin anesteziklere bagli depresyonunun
artmasi ile sonuglanir. Literatirde, genel anesteziklerin hipokampusteki etkilerinin, inhibitor

noronlar tizerinden oldugu gosterilmistir.*’



izofluran

Enfluran izomeri olan bir metil etil eter olup onun birgok 6zelliklerini tasir. 1965 te
Terrell tarafindan sentezlenmis ve 1971 de klinik kullanima baslanmistir.

Kimyasal vefiziksel 6zellikleri

Kimyasal olarak bir 1-kloro-2,2,2 -trifloretildiflorometil eter’dir (Sekil 2). Renksiz,
patlayict ve yamci olmayan, koruyucu icermeyen, kimyasal olarak stabil bir maddedir.
Molekul agirligr 184.5 g, kaynama noktasi 48.5 °C, 6zgul agirligi 1,5 dur. Buhar basinci (20
°C de) 238 mmHg olup halotana yakindir. Bu nedenle bir halotan buharlastiricisi ile dogru
yogunluklar elde edilebilir. Ancak bu uygulama, komplikasyon veya herhangi bir sorun
ciktiginda hangi ajanin kullanildig: konusunda karisikliga neden olacagindan sakincalidir.

MAK degeri oksijen icinde 1.15, %70 N»O icinde 0.56 dir. Partisyon katsayilari,
kan:gaz igin 1.4, su:gaz icin 0.6, yag dokusu:gaz igin 94.5 dir. Bu degerler halotan ve
enfluranin partisyon katsayilarindan distk oldugu icin, uyuma ve uyanma onlardan daha
hizlidir. Bu 6zellikler anestezi derinliginin de daha iyi kontrol edilmesine olanak verir.?

F H F

|
F—Ili—tli—t}—C—H
F Cl -

Sekil 2. izofluranin kimyasal formulii.?
M etabolizma ve Toksisites

Oldukca stabildir, sodalime, metal ve ultraviyoleyle reaksiyona girmez. Ancak %0.2
s metabolize olur. 3 MAK/saat sonunda plazma florir diizeyi 2-3 mmol/L dir. Bitln bu
Ozellikler, izoflurana akut ve kronik toksisite yoniinden diger ajanlara gére daha guvenilir bir
nitelik kazandirmaktadir. Uzun sireli veya tekrarlayan uygulamalari renal hasara neden



olmaz ve bobrek hastalig olanlarda kullanilabilir. Cok az metabolize olmasi ve molekulinin
stabil olmasi nedeniyle hepatotoksik etkisi olmayacag: belirtilmektedir.?’

Santral Sinir Sistemine Etkis
Serebral oksijen tuketimini azaltir. Y Uksek konsantrasyonlarda serebral kan akimini,
dolayisiyla serebral kan basincimt arttirir. Ancak bu etki halojeninkinden az olup yer tutan

lezyon varhiginda bile hiperventilasyonla kontrol edilebilir.

Klinik uygulama

Indiksiyon ve derlenme hizlichr. Ancak hafif eter kokusunda olmasi inhalasyonunu
guclestirebilir. Uyanma déneminde 6kstirme, sekresyon artis1 ve huzursuzluk olabilir. Bu, bir
analjezikle onlenebilir. Cocuklarda indiksiyon sirasinda 6ksirik, laringospazm ve sekresyon
artigina neden olabilir. Atropin premedikasyonu ve yogunlugun yavas yavas arttiriimast ile
bu sakinca kaldirilabilir. Dusuk yogunlukta (%0.75) sezaryen girisiminde kullamilabilir.
Konvulsif etkisinin olmayisi, intrakraniyal basing ve serebral perflizyonun hiperventilasyonla
sabit tutulabilmesi, uyarilmis sensoryel yanitlar ve serebral metabolizmamn korunmast,
kontrolll hipotansiyon saglayabilmesi gibi nedenlerle, inhalasyon anestezikleri icin tercih
edilen bir ilactir. Adrenalin 4.5 pg/kg’ akadar giivenle kullanlabilir.

Apoptoz

Apoptoz; programli hticre 6limu, normal doku veya organ homeostazinda enerji
bagiml1 bir islem olarak ilk kez 1972 yilinda tammlanmustir.? Hiicre proliferasyonu ve hiicre
O6lumi normal dokularda denge halindedir. Yetiskin dokularinda bu denge hali doku
hacminin devamliligim saglar. Hicre 6lumi embriyoda organogenez sirasinda ve
yetiskinlerde hiicre devri ve diferansiyasyonu sirasinda fizyolojik olarak gerceklesirken,
cesitli hasarlanmalara yanit seklinde patolojik islem olarak da gerceklesir.?® Apoptoz
organize, enerji bagimli bir olaydir ve membran fragmanlar iginde hiicrenin pargalanmasiyla
karakterizedir. Beyin gelisiminde 6nemli bir rol oynar. Gelisen beyinde hticrelerin %50’ si
apoptoz sonucu 8lir. immatr hiicrelerin matiir hiicrelere gore apoptoze daha duyarlidir.?*

Apoptoz ve nekroz farkli morfolojik ve biyokimyasal kriterleri igerir. Apoptozda
organize kromatin kondensasyonu ve plazma membran bitunltgt varken, nekrozda sitolizis



ve doku inflamasyonu vardir. Birgok calismada apoptozun periferik ve santral sinir
sisteminde 6nemli bir rol oynadigi ve fizyolojik, gelisimsel ve patolojik hicre 6limunu
duzenledigi gorulmustar. Morfolojik olarak apoptoz niukleer kromatinin pargalanmast,
sitoplazma ve ¢ekirdegin kondenzasyonu ve DNA fragmentasyonuyla; nekroz ise hiicrenin
sismesi, endoplasmik retikulumun dilatasyonu, mitokondrinin bozulmasi ve plazma
membraninin riiptiirii ile karakterizedir.?* Apoptoz sonrasi, hiicre yiizey membran: balonlasir
ve sferik apoptotik sekiller ortaya cikar.”> Apoptozda en dnemli degisiklik hiicre niikleusunda
gerceklesir; organeller ve membran saglamdir.?®

SSS gelisimi sirasinda sinaptogenez evresinin herhangi bir asamasinda meydana
gelen patoloji, apoptotik kaskadda hayatla bagdasmayan siddetli migrasyonel defektlere
neden olabilir. Insanlarda beynin gelisim siireci gebeligin 6. ayinda baslar ve dogumdan
sonra 3 yasina kadar devam eder. Noral gelisim evresinde meydana gelen gecici degisiklikler
bile, gelisen beyin hicrelerinin milyonlarcasinda apoptotik dejenerasyonu tetikleyebilir.
Immatir memeli beyninde noéronal apoptoz, sinaptogenez periyodunda NMDA
reseptorlerinin gegici blokajiyla veya GABA reseptorlerinin asiri uyarimiyla tetiklenebilir.?

Genel Anesteziklerin Neden Oldugu NOroapoptoz

Norotrofinler, NGF (sinir buyume faktort), BDNF (beyin kaynakli norotrofik faktor),
NT (norotrofik faktor)-3 ve NT4/5'i iceren bir blylme faktoru ailesidir ve noéronal sagkalim,
diferansiyasyonu ve sinaptik plastisitenin bazi formlarim destekleyerek memeli beyninde
sinaptogenezde 6nemli bir rol oynarlar.?® Nérotrofinlerin farkli biyolojik fonksiyonlarini
duzenleyen sinyal ileti sistemleri iki farkli plazma membran reseptori tzerinden gergeklesir:
Trk (Tropomiyozin reseptor kinaz) reseptérleri ve p75 nérotrofik reseptérii (p75" 7). Giincel

veriler p75" TR

nin temel fizyolojik fonksiyonlarimn Trk reseptor aktivasyonunu ve
sinyalizasyonu kontrol etmek ve ayrica Trk-bagimsiz sinyal transdiksiyon kaskadim aktive
etmektir.?” Trk bagimli ve bagimsiz kaskadlar noronlarin major sagkalim yolaginda temel

faktor olan Akt serin/treonin kinazin aktivasyonunu (fosforilasyonunu) diizenler.?®

Norotrofinler noronlar tarafindan sentezlenir ve salinrlar ve biyosentezleri ve
sekresyonlar: noronal  aktiviteye bagimlidir.®® Noronal aktivitenin asiri  baskilanmasi
norotrofinlerce regille edilen sagkalim saglayan sinyalleri bozabilir.* ilging olarak aktive
olan norotrofinle indiiklenen hiicre sinyal sistemine gore apoptoz engellenir veya tetiklenir.?
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Noronal depresyonu indikleyen farmakolojik ajanlarin énde gelen 6rnegi olan genel
anesteziklerle ilgili guncel calismalarda GABAerjik anesteziklerden barbitiratlarin,
benzodiyazepinlerin, volatil anesteziklerin (6rn.izofluran) veya NMDA antagonisti
ketaminin, klinige uygun dozlarimin, immatir rat beyninde sinaptogenez sirasinda, masif ve
yaygin apoptotik ndrodejenerasyonu tetikledigi gosterilmistir.>® Ciddi olarak etkilenmis
beyin bolgelerinin ultrastriktirel analizinde gelismekte olan ndronlardaki nikleer ve
sitoplazmik degisiklikler “fizyolojik” hiicre 6limiinde tammlananlarla benzerdir ancak genel
anesteziklerin normal olusan sinaptogenezi bozdugunu ve ¢ok sayida ndronu “gereksiz”
kategorisine sirikleyerek olumlerine neden oldugunu gosterecek sekilde, normal hicre

6luimiinden cok fazla oranda ve yogunlukta bulunmustur.®*

Calismalar, anesteziyle indiklenen ndroapoptozun erken donemdeki altta yatan
mekanizmalarim agiklamaya calissa da, guncel veriler iki temel apoptotik yolagin [intrensek
(mitokondriyal) ve ekstrensek (6lum reseptord) yolaklari] onemli bir rol oynadigim ve
mitokondri bagimli yolagin anestezi maruziyetinin erken doneminde aktive olurken 6lim
reseptorii bagimli yolagin daha geg dénemde aktive oldugunu gostermistir. >

Sk kullanllan genel anesteziklerin  ndrotrofinlerin - fonksiyonlarim  degistirip
degistiremedigi ve anesteziyle indiklenen gelisimsel néroapoptoza norotrofinlerin aracilik
edip etmedigi arastiran Lu ve ark.** genel anesteziklerin, gelismekte olan beyinde bolca
bulunan iyi tamimlanmis bir norotrofik faktér olan BDNF® iizerindeki modiilatér rolii
Uzerinde calismiglardir. Bu calismada, arastirmacilar immatir beyinde ciddi apoptotik
norodejenerasyon ve yasamin kalaninda belirgin uzun dénemli 6grenme/bellek bozuklugunu
indikledigi gosterilen® midazolam, izofluran ve N,O'i iceren klinikle uyumlu anestezi
kokteyli kullanmislardir. Bu galismayla gelismekte olan immatir rat beynindeki klinikte
kullanilan anesteziklerin indikledigi noroapoptotik hasarin, en azindan kismen, BDNF
aracili apoptotik kaskad Uzerinden duzenlendigine dair kanitlar ilk kez sunulmustur. Bu
veriler temel alindiginda anestezi iki mekanizma ile norotrofin-aracili apoptotik yolaklar:
aktive eder: hem Trk-bagimli hem de Trk- bagimsiz, p75" "-bagimli apoptotik kaskadlar:
aktive eder ve her bir yolagin 6nemi beynin belirli bélgelerine spesifiktir.®! (Sekil.3)
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Sekil 3. Talamus ve serebral kortekste apoptotik yolaklara anestezinin etkisi.** (BDNF:Beyin
kaynakl1 norotrofik faktor, Akt:serin treonin kinaz)

Anestezi, talamusta aktive kaspaz-9 ve 3'Un aktivasyonuyla sonuglanan BDNF

protein ve aktive Akt diizeylerinde azalmaya (P75" "

ve seramid duzeylerini etkilemeksizin)
neden olurken, serebral kortekste olasilikla TrkB sinyal yolag: aktivasyonuna, Trk-bagimsiz
P75NTR bagimli kaskadin aktivasyonuyla artmis seramid tretiminin TrkB sinyal yolaginin
agir basmasi sonucu aktive Akt dizeyleri diserken ve kaspaz-9 ve -3 aktiviteleri artarken,

BDNF diizeylerinde artmaya neden olur.3'(Sekil 3)
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Kronobiyoloji ve Anestezi

Kronobiyoloji, yasayan organizmanin organizasyonundaki biyolojik ritimleri inceler.
Biyolojik ritimler, zaman iginde periyodik ve 6ngorulebilir olan farkli biyolojik fenomenleri
igerir. Aydinlik veya karanliktaki gibi sabit durumlar siresince devamliliklarindan da
anlasilacag1 gibi genetik olarak tammlanmiglardir. Senkronize ediciler olarak tammlanan
aydinlik-karanlik, dinleme-aktivite, aclik-beslenme ve diger c¢evresel kosullarin
dongulerindeki gecici degisiklikler organizmaya gegici isaretler verir ve bdylece donemlerini
bu biyolojik ritimlere kabul ettirirler. Bu nedenle bu ritimler sirkadiyen (yaklasik 24 saat olan
bir donem), ultradiyen (1 gunden daha kisa bir donem) infradiyen (haftalar, aylar veya
mevsimler siren bir donem) gibi farkli donemler seklinde nitelendirilebilir. Bu ritimler, giin
boyunca insan vicudunda, kan basincini, immiin sistem aktivitesini, kan koagtlasyonunu ve
gastrik ve renal fonksiyonlar: etkileyerek degistirir. Neredeyse tim hormonlar sirkadiyen
ritimlerle diizenlenir. Ornegin kortizol en diisiik konsantrasyonlarina uyku sirasinda diiser ve

sabah erken saatlerde en yiiksek konsantrasyonlarina ulagir.*®

Biyolojik ritimler jet lag ve mesai saatleri gibi sosyoekolojik faktorler kadar hastalik
ve ilaglardan da etkilenir. Varolan klinik veriler, belirti ve semptomlarin zaman iginde sabit
olmadigint ve genellikle siklik paterne sahip olduklarim gostermistir. inme ve kalp
krizlerinin gogu gunin herhangi bir saatiyle karsilastirildiginda sabahlari olusur ve
ogeoartriti olan hastalar sabahlari geceye gore daha az agri duyma egilimindedir.
Calismalar ayrica kemoterapi, astim ve osteoartrit tedavilerinin, ilaglar dikkatlice secilmis
zamanlarda yapildiginda daha fazla efektif ve daha az toksik olabilecegini gostermistir. ilag
uygulamast i¢in gun icinde zaman secerek tibbi tedavide sirkadiyen ritmin g6z Oniine
alinmasina kronoterapi denir. Hastaligin sirkadiyen paterni temelinde ilag uygulamasiyla
ilac etkileri optimize edilebilir ve yan etkiler azaltilabilir."®

Kronofarmakoloji, bir ilacin uygulama amnin (saat, ay ve yil) organizmann ilaca
yanitina etkisini arastirir. Kronofarmakoloji ayrica biyolojik ritimlerin ilagla indiklenen
degisimlerini arastirir. Kronofarmakolojinin iki yonu mutlaka ayrilmalidir: bir ilacin
uygulanma zamani, kalitatif veya kantitatif bir bakis agisi (kronofarmakodinamik) ve/veya
farklt bir etkin ilag konsantrasyonu nedeniyle (kronofarmakokinetik) farkli bir yamit
olusturabilir. Farmakokinetik parametreler sirkadiyen ritmi gosteren farkli fizyolojik
fonksiyonlardan etkilenir. ilag kinetigindeki zamansal degisimler hayvanlarda ve insanlarda
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anestezikleri de iceren yiizden fazla ilag icin yayinlanmstir. Ornegin heparinin sabit bir
inflzyon hizina ragmen geceleri kanama riski ve aktive parsiyel tromboplastin daha
yuksektir.  Kronofarmakokinetik  veri, kronofarmakodinamik  fenomeni  kismen
aciklayabilir. Tlag kinetiginde ilag uygulama zamamnin etkisinin bilgisi, ginlik toplam
dozun 24 saat boyunca dagilimin: ayarlayarak uygulama bulabilir.*?

Sirkadiyen Ritmin Anatomik Temelleri

Ritmisitenin dizenlenmesi, santral bir merkeze (pacemaker) ve bu merkezi dis
cevreye baglayan girdi yolaklarina ve cikis yolaklarina (senkronize ediciler) gereksinim
gogerir. Memelilerde, santral sirkadiyen pacemaker hipotalamusun suprakiazmatik
nukleusunda yer alir (Sekil 4) ve ana senkronize edici 1siktir. Suprakiazmatik nikleus fotik
uzant1 icerir.  Retinada yer alan fotoreseptorler retinotalamik yol ile dogrudan
suprakiazmatik nikleusa uzanmir. Glutamata bu sinaptik baglantida temel sinyal
molekultdur. Fotik bilgi ayrica dolayl: olarak da genikulohipotalamik yolaktan daha fazla
intergenikulat yaprak yoluyla suprakiazmatik nikleusa ulasabilir. GABA tip A ve
noropeptid Y bu sinaptik baglantida sinyal molekilt olarak islev gorir. Sirkadiyen
pacemaker ayrica lokomotor aktivite, ilaglar ve beslenme gibi non-fotik senkronize
edicilerle de ayarlanabilir. Raphe nikleustan seratoninerjik afferent aktivite ve
intergenikulat yapraktan ndropeptid Y-GABA aracili (GABAerjik) girdiler bu yolaklarda
yer alir. Asetilkolin, histamin ve seratonin suprakiazmatik niikleusun kontroliinde yer alir.*®
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Sekil 4. Memeli sirkadiyen ritminin semast.*® (GABA = y-amino-butirik asid.
5-HT=5-hidroksitriptamin; NE=norepinefrin; NPY =ndropeptid Y
PV N= Paraventrikiler nikleus)

M elatonin

Melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin) pineal gland tarafindan neredeyse sadece
geceleyin veya 1siksiz bir ¢evrede Uretilir. Melatonin, bir anestezige benzer sekilde uykuyu
etkiler ve melatonin tedavileri insomni, uyku apnesi, ve jet lag gibi uyku iliskili
problemlerin tedavisinde kullanilir. Ayrica hekimler antik ¢caglardan beri geceleri hastalarin
daha az agrisi oldugunu ve daha az analjezige gereksinimleri oldugunu belirtmislerdir.
Melatoninin maksimal analjezik etkisi gece ortaya cikar ve pinealektomiyle ortadan kalkar.
Opioid reseptor blokaji nosisepsiyondaki sirkadiyen ritmi engeller. Melatonin farelerde

morfin toleransini ve bagimliligini geri gevirebilir.™
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Melatonin ayrica hticre aracili imminiteyi ve bazi hormonlarin Uretimini ve arcigik
etkilerini etkiler. Melatonin, kan basinct ve 1si regulasyonu gibi bazi santral fizyolojik
sireclerde ve istah, hafiza ve duygu durum gibi bazi norofizyolojik fonksiyonlarda yer alan
gucli bir nérotransmitter olan seratoninle beraber ¢alisir. Bu degisimler kognitif zafiyet
kadar postoperatif periyotta da siklikla gozlenir. Post-operatif veya yogun bakim
hastalarindaki bazi stresle indiiklenen yanitlar hem melatoninin sirkadiyen sekresyonunun

kaybina hem de sirkadiyen ritimdeki ilagla indiiklenen faz kaymasina bagl: olabilir.*®

Melatonin antioksidan, onkogstatik, anti-inflamatuar ve antikonvilzan etkilere ve
sirkadiyen ritimlerin diizenlenmesi, reproduktif aksin diizenlenmesi gibi 6nemli fizyolojik
fonksiyonlara sahip bir hormondur.*®* Pineal glandda melatonin sentezi (Sekil 5)
suprakiazmatik nikleus tarafindan kontrol edilen ritimlerden biridir. Pineal gland:
diizenleyen noronal girdi yolagi, retinotalamik trakt ile suprakiazmatik nikleusa lifler
gonderen retinadan kaynaklanir. Sinyal suprakiazmatik ntikleustan paraventrikiler nikleua
geger, medial 6n beyini izler ve Ust torasik spinal kordun intermediolateral hiicre kolonunda
sona erer. Buradan, sempatik noronlart pineal glandi innerve eden superior servikal
gangliona bir projeksiyon vardir. Pineal glanda sinyal, isikla inhibe olan norepinefrindir.
Bu nedenle melatoninin sentez ve salimmi karanlikla uyarilir ve isikla inhibe olur.
Melatoninin gunlik salimmi ayrica paraventriktler nikleusa GABAerjik projeksiyonlarla
suprakiazmatik niikleus tarafindan da kontrol edilir.*?
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Sekil 5. Melatonin sentezi.>

Melatoninin ekzojen uygulamasinin gelismekte olan rat beyninde, ozellikle serebral
korteks ve anterior talamusta, anesteziyle indiklenen apoptotik nérodegjenerasyona karsi
koruyucu oldugu goésterilmistir.® Anestezi etkisiyle, anti apoptotik bir protein olan bclX,
duzeylerindeki azalma sonucunda i¢ mitokondri membran destabilize olur ve sitoplazmaya
sitokrom c salinir. Sitokrom ¢ sitoplazmada sitoplazmik apoptoz proteaz: aktive eden faktor-
1'e (Apaf-1) baglanr. Bu kompleks kaspaz-9 u aktive ederek aktive kaspaz-3 olusumuna
neden olur. Aktive kaspaz-3, DNAaz'1 aktive eder ve DNA fragmantasyonuna, apoptotik

cisim formasyonuna ve hiicrenin élmesine (apoptotik nérodejenerasyon) neden olur.*

17



7 pel-X, ¥

-y

mﬂﬂiﬂ \sitokromc 3% {gi@%@ \

b

\-\\\-\__\__,-—'-"

( CProkaspaz-9 . DNA fragmantasyonu
T
Prokaspai-i Aktive kaspaz-9 /
—
*m___ Aktive kaspaz-3 g
— d___f,x-'

——

T Apopitotik kaskad
ﬂ ﬁ Anestezinin etkileri

> Melatoninin etkileri

Sekil 6. Melatoninin anesteziyle indiiklenen apoptotik aktivasyona etkisi.*

Melatonin, kaskadda bclX, protein dizeylerinin up-regilasyonu, sitokrom c
salinmminin - azalmasi ve kaspaz-3 aktivasyonunun inibisyonu gibi belirli anahtar
basamaklar: inhibe ederek anesteziyle indiklenen apoptotik ndrodejenerasyonda belirgin
azalmaya neden olur.>>(Sekil 6)

Suprakiazmatik nukleusun sirkadiyen mesaj1 adrenal beze iletirken otonomik néronal
yolaklar: kullandigi gosterilmistir. Clock genleri sirkadiyen ritimden sorumludur. Salinimlari
bircok organda denetlenir ve salimm santral pacemaker’a simirli degildir. Otomatik
mekanizmanin merkezinde bir transkripsiyonel feedback dongu yer alir. CLOCK, BMAL1,
ve Rev-erba, iki kriptokrom genin (cryl ve cry2) ve ¢ donem geninin (perl-3) salimm
diizenleyen transkripsiyon faktorleridir. Per ve cry proteinleri CLOCK ve BMALL'i inhibe
ederek kendi sentezlerini engellerler. Bu feedback salimmlar yaparak gecikir. En 6nemlisi
151k olan senkronize edicilere yanit olarak bu feedback donguisiini kodlayan genlerdir. Kalp
ve karaciger gibi periferik organlarda ve ayrica izole hicrelerde sirkadiyen ritim
tanmmlandigindan ritimler santral saate siirli degildir.  Sirkadiyen ritim, kudltdrlenen
suprakiazmatik nukleus ndronlarinda devam eder ve konak¢i suprakiazmatik nikleusun
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hasarlanmasindan sonra suprakiazmatik nukleus hicre transplantasyonu sirkadiyen
fonksiyonu duizeltebilir. Glukokortikoidler ayrica suprakiazmatik nikleus etkilenmeksizin
periferik dokuda gen ekspresyonu araciligiyla da degisebilir. Sonucta giincel anlayis memeli
sirkadiyen ritimlerinin hipotalamik suprakiazmatik nukleustaki sinyal yolaklarim hedef alan
senkronize ediciler tarafindan duzenlendigi yonundedir. Sirkadiyen ritimlerin  genetik
temelleri tanmmlanmistir ve organlarda veya hicrelerdeki biyolojik sireclerin neredeyse

tamarm herhangi bir diizeyde sirkadiyen saat tarafindan etkilenmektedir.™®
Genedl Aneztezikler icin Sirkadiyen Ritim

Birgok calisma genel anestezikleri icin zamansal degisiklikler yayinlamistir. Bu
calismalar daha yeni anestezik agjanlar olan propofol, desflurane ve sevofluramin kesfinden
Once yapilmistir. Ancak eski ajanlarla yapilan farmakokinetik calismalar, daha yeni ajanlar
icin olasi uygulanabilirlikleri nedeniyle ilgi gekmektedir. Baslangi¢ calismalar bu ilaglarin
toksisitesindeki ve etkinligindeki sirkadiyen degisiklikleri arastirmustur.®

Barbittratlar

Ratlarda 35 mg/kg pentobarbital ile olusturulan ortalama anestezi siiresi saat 09:00 da
53 dakikadan saat 19:00 da aym dozla 90 dakikaya kadar degistigi ve pentobarbitalin
etkinligi maksimal saat 17:00-20:00 arasinda tespit edilmistir.” Goniillilere oral
hekzobarbital uygulamasi aksamlar: sabaha gore daha etkin bulunmustur.®’ Bu arastirmalar
ayrica hepatik ilag metabolizmasindaki endojen degisikliklerin ilag etkinligindeki sirkadiyen
degisikliklerle korele oldugunu gostermistir. Klinik etkinlikteki zamansal degisiklikler icin
bir baska agiklama da barbituratlar igin hedef reseptordeki ditrnal degisiklikleri olabilir. Tip
A GABAerjik ve N-metil D- aspartat reseptorleri, genel anestezik etkisi icin 6nemli alanlar
olarak goriilmektedir.®® Birgok calismada, barbitiiratlarin maksimal etkinliginin sirmesiyle
uyumlu olarak, post sinaptik tip A GABAerjik aktivitenin nokturnal saatlerde arttigina dair

kanitlar bulmustur.®
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Benzodiazepinler

Benzodiazepinlerin gun igindeki sedatif veya anestezik Ozelliklerinin halen iyice
arastirilmas: gerekmektedir.”® Farelerde intraperitoneal diazepam aydinlik fazda, karanlik
faza gore daha toksiktir. Farmakokinetik calismalar total diazepamin ve metaboliti olan N-
desmetildiyazepamin plazma konsantrasyonlarimin saat 23:00-08:00 arasinda beklenenden
daha dusik, ve saat 09:00 da daha yiiksek oldugunu bildirmistir.*® Tersine diazepamin
serbest fraksiyonu saat 23:00-08:00 arasinda en yiiksek ve saat 09:00 da daha diistiktiir.*°
Midazolamin eliminasyon yar1 6mri saat 14:00 de en kisa ve saat 02:00 de en uzun
bulunmustur (1.26 + 0.47 saate karsin 1.57 + 0.44 saat).”*

Bu sirkadiyen degisikliklerin mekanizmalar: olasilikla multifaktoryeldir. Ratlarda
benzodiazepin reseptorlerinin say1 ve aktivitesindeki sirkadiyen degisiklikler, dinlenme
periyodunda daha fazla olmak (zere bildirilmistir.”> Post sinaptik tip a GABAerjik
aktivitede gece saatlerindeki pik, hamster serebral korteksinde gosterilmistir.*®

Ketamin, Etomidat, Propofol, ve Halojenli Ajanlar

Ketamin etkilerinin sirkadiyen ritmini gostermek icin yapilmis bir insan galismasi
yoktur.®® Bununla birlikte cok sayida hayvan calismasi beyindeki NMDA reseptér
ekspresyonunda sirkadiyen ritmin varligi gésterilmistir.** Halen propofol ve etomidatin
sirkadiyen degisiklikleriyle ilgili bir veri yoktur.®® Halojenli ajanlarin etkinliginde veya
toksisitesindeki diurnal degisiklikler de ¢cok az arastirilmistir. Ratlarda halotamn MAK’1
saat 12:00 de %1.26 iken, saat 20:00 de %1.45'e cikmustir.™ Bu sirkadiyen degisikliklerin
mekanizmalar1 calisiimamistir. Diger genel anestezikler gibi reseptor sayr aktivitesinde
sirkediyen ritmisite oldugu kadar dagilim ve metabolizmasinda da olabilir.*?
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GEREC VE YONTEM

Calisma, Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakilltesi Deney Hayvam Arastirmalar: Etik
Kurulu onayr alindiktan sonra (EK-1) Multidisipliner Deney Hayvanlari Laboratuvarr’ nda
yapildi. Calismaya postnatal 7. gunde (P7) olan, Wistar cinsi, agirliklart 9-11 gr arasinda
degisen, 26 disi yavru rat alindi. Annelerinin yavru ratlari emzirdikleri gbz oniine alinarak,
kanibalizmi 6nlemek amaciyla, ratlara mimkin oldugu kadar pamukla dokunuldu. Yavru ratlar
dogumlarindan itibaren 12 saat aydinlik (07:00-19:00), 12 saat karanlik ortamda izlendi.

Volatil anestezik ajan uygulamas

Anestezi diizenegi ve baglangici: Her deney hayvan icin ayri olmak Uzere 450 mL
hacimli gaz giris ve ¢ikis sistemi bulunan cam kavanozlar kullamldi. Cam kavanozlara
vaporizator (Isoflurane, Vapor 19.1, Abbott Lab, Almanya) ile 6 L/dk akim hizinda %100
oksijen icinde % 1.5 konsantrasyonda izofluran (Forane, Abbott Lab. Istanbul, Turkiye)
girisi saglandi. Anestezik gaz konsantrasyonu ¢ikis hattina baglanan anestezik gaz monitoru
(Anesthesia Gas Monitoring 1304, Danimarka) ile izlenerek sabit tutuldu. Tim kavanozlar

37°C sabit sicaklikta su banyosuna yerlestirildi (Resm 1) .

Resm 1. Deney dizenegi
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Cahisma Gruplari

Ratlar randomize olarak dort gruba ayrildi. Deneysel uygulamalar giindiiz grubundaki
deneklerde saat 07:00-13:00 arasinda, gece grubundaki deneklerde ise saat 19:00-01:00
arasinda yapildi. Gece gruplarindaki deneklerin igiktan etkilenmemesi igin ratlar deney
siiresince karanlik ortamda tutuldular (Calisma Protokoll Semasi).

Grup gece kontrol (Grup Gc-K) (n:6): Denekler 6 saat stiresince oda havasindaizlendi.
Grup gece izofluran (Grup Ge-) (n:7): Deneklere 6 saat siiresince %100 O icinde % 1.5
izofluran solutuldu.

Grup gundiz kontrol (Grup Gn-K) (n:6): Denekler 6 saat siiresince oda havasinda izlendi.
Grup gindiiz izofluran (Grup Gn-I) (n:7): Deneklere 6 saat siiresince %100 O; icinde %
1.5 izofluran solutuldu.

Anestezi sonlandirilmas: Volatil anestezik uygulamas: 6 saatlik sirenin sonunda
kesilerek 6 L/dk akim hizinda %100 O, verilerek deneklerin derlenmeleri saglandh.

Derlenmelerinin sonunda ratlar annelerinin yanina alinds.

CALISMA PROTOKOLU SEMASI

L)'m 0Oda havasi
Gecekontrol }— |

[)1(‘] 1.3 izofluran + %100 oksijen

Gece izofluran |—|

o )
Oda havasi
Glndiiz kontrol | | n=6 a& B
T b ... Gsaat ) 2 saat
-
ab %1.5 izofluran + %100 oksijen
Glindiiz izofluran l | n=7 ‘g e
2 saat

E R e Bl e at s e
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Anestezi uygulamasimin neden olabilecegi olasi solunumsal veya metabolik
bozukluklar1 saptamak icin anestezi uygulamasi yapilan gruplardan 6 saatin sonunda birer
denek rastgele secildi. Deneklere %100 oksijen icinde %1.5 izofluran uygulamasi altinda
laporatomi yapildi ve barsaklar karin boslugunun disina ¢ikarilarak abdominal aort gorundr
hale getirildi. Abdominal aort pulsasyonu goruldii ve 26 Gauge igne ile 0.20 mL kan drnegi
alindi. Alinan arteriyel kan ornekleri dl¢timler yapilana kadar buz icine konularak saklandi.
Deneklerin arteriyel kan orneklerinde pH, pCO,, PO, ve glukoz dizeyleri Stat Profil M
cihazi1 (Nova Biyomedikal Corp., Waltham, ABD) ile dlculdi. Arteriyel kan 6rnegi alinan
denekler anestezi altinda sakrifiye edildi.

Histopatolojik Degerlendirme

Anestezi uygulamasimin sona ermesinden iki saat sonra histopatolojik calisma
uygulanacak ratlara, eter anestezisi altinda torakotomi uygulanarak sag atrium Kkesisi
yapildiktan sonra, sol ventrikile enjekte edilen %4 paraformaldehid ile perfize edilerek
fiksasyon uygulandi. Kraniyotomi (Resim 2) ile ¢ikartilan beyin orneklerine (Resim 3)
parafin takibi uyguland.

Resim 2. Yenidogan rata kraniyotomi uygulanmasi
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Resim 3. Kraniyotomi ile ¢ikarilan rat beyni

Parafin Takibi asagidaki siraile gergeklestirildi;
1- Fiksasyon: 48 saat % 10 formalin
2- 24 saat akarsuda yikama

3- % 70 etil alkol 20 dk
4- % 80 etil alkol 20 dk
5- % 96 il alkol 20 dk
6- Aseton | 20 dk
7- Aseton || 20 dk
8- Aseton 11 20 dk
9- Aseton IV 20 dk
10- Ksilol | 30 dk
11- Ksilol 11 30 dk
12- 60°C’ lik etlivde erimis parafin | 1 saat
13- Parefin 11 1 saat

14- Parafin iginde bloklama

EtGvden cikarilan dokular parafine gomulerek bloklandi. Her bloktan alinan 5 pm
kalinliginda seri kesitler lizinli lamlara yerlestirildi. Kesitler immunohistokimyasal yontemle
boyandi, Kaspaz-3 immunreaktivitesinin gosterilmesi amaciyla rat spesifik anti-kaspaz-3
(1:200; Neomarkers, Fremont, Kanada) antikoru kullamldi. Talamus paraventrikiler

24



nikleus, hipokampiis CA1 ve korteks dizeylerinde hiicre sayimlar1 yapilarak, kaspaz-3
pozitif apoptotik hiicre sayilar: tespit edildi.

Istatistiksel Degerlendirme

Istatistik analiz SPSS for Windows istatistik programimn 11.0 versiyonu kullamilarak
yapildi. Sonuglar ortalama + standart sapma biciminde verildi. Istatistiksel analizde Kruskal-
Wallis ve Mann-Whitney U testi kullanilch. Istatistiksel olarak, p<0.05 diizeyi anlaml: kabul
edildi.
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BULGULAR

Calismaya kontrol gruplarinda altisar, izofluran gruplarinda yediser rat olmak tzere
dort grupta toplam 26 yavru rat aindi. Deneklerin timi ¢alisma protokolUni tamamlad.
Izofluran gruplarindan birer rat kan gazi analizi amaciyla kullanildi. Histopatolojik
degerlendirmeler her gruptan beser denek randomize olarak segilerek, toplam 20 denek
Uzerinde yapild.

Arteriyel Kan Gazi Sonugclari

Grup Ge-I ve Grup Gn-I gruplarnindaki iki rattan alinan arteriyel kan gazi
analizlerinde, pH, PCO,, PO, degerlerinde metabolik ve solunumsal bozukluk gorilmedi;
kan glukoz degerleri normal sinirlarda bulundu (Tablo 1).

Tablo 1. Ge- ve Gn-I gruplarinin kan gazi analizi sonuclar:

pH pOx(mmHg) pCO, (mmHQ) Glukoz(mg/dL)
Grup Ge-i (n:1)  7.42 138.6 25.7 148
Grup Gn-i(n:1) 7.34 125.7 28.9 124

Histopatolojik Bulgular

Talamus Paraventriktler Nikleus

Talamus paraventrikiler nikleus diizeyinden alinan kesitlerden elde edilen apoptotik
hilcre ortalama degerleri Grup Gc-K ile Grup Gn-K, Grup Gec-i ve Grup Gn-l
karsilastiriichginda; Grup Ge-I ve Grup Gn-i apoptotik hiicre ortalama degerleri anlamli
yuksek bulunurken (sirayla p= 0.008, p=0.008) Grup Gn-K apoptotik hiicre ortalama
degerleri arasinda fark saptanmad: (p= 0.151). Grup Gn-K ile Grup Gn-I ve Grup Ge-i
karsilastiriichginda; Grup Gn-1 ve Grup Ge-1 apoptotik hiicre ortalama degerleri anlamli
yiiksek bulundu (sirayla p= 0.008, p=0.008). Grup Gn-1 ve Grup Ge-I  Kkarsilastirildiginda;
Grup Gn-I apoptotik hiicre ortalama degerleri anlamli yiiksek bulundu (p= 0.008) (Grafik 1 ,
Resim4).
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Grafik 1. Talamus paraventrikiler nikleus gruplarinin karsilastirilmasi

* : p< 0.05 Kontrol grubu ile karsilastirilldiginda
1; p<0.05 Grup Gn-I ile karsilastirildiginda

Kontrol Grubu : izofluran Grubu

Gundiz :

Gece

Resm 4. Taamus paraventrikiler nikkleus diizeyinden alinan kesitlerde Kaspaz-3 ile boyali x40
bilyitmedeki resimler. A: Grup Gn-K B: Grup Gn-I C: Grup Gc-K D: Grup Ge-l. Isaretli (<) hiicreler
sitoplazmasi kaspaz-3 ile kahverengi boyanmus apoptotik néronlar: géstermektedir.
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Korteks

Korteks dizeyinden alinan kesitlerden elde edilen apoptotik hticre ortalama degerleri
Grup Ge-K ile Grup Gn-K, Grup Ge-1, Grup Gn-i karsilastirildiginda; Grup Ge-1 ve Grup Gn-
I apoptotik hiicre ortalama degerleri anlaml1 yilksek bulunurken (sirayla p= 0.008, p=0.008)
Grup Gn-K apoptotik hiicre ortalama degerleri arasinda fark saptanmadi (p= 0.222). Grup
Gn-K ile Grup Gn-I ve Grup Ge-I Karsilastirldiginda; Grup Gn-1 ve Grup Ge-1 apoptotik
hiicre ortalama degerleri anlamli yiiksek bulundu (sirayla p= 0.008, p=0.008). Grup Gn-I ve
Grup Ge-i karsilastirilchginda; Gn-I  apoptotik hiicre ortalama degerleri anlamli yilksek
bulundu (p= 0.008) (Grafik 2, Resm 5).

14 @ Grup Ge-K
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E O Grup Gn-K
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=
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O
@ 67
N
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©
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2 4
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Gece Gundiiz

Grafik 2. Korteks gruplarinin karsilastiriimasi
* . p< 0.05 Kontrol grubu ile karsilastirilchiginda
1 ; p<0.05 Grup Gn-i ile karsilastirilchginda
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Kontrol Grubu : izofluran Grubu

Gundiz :

Gece

Resim 5.. Korteks diizeyinden alinan kesitlerde Kaspaz-3 ile boyal1 x40 bilyiitmedeki resimler. A: Grup Gn-K B:
Grup Gn-I C: Grup Ge-K D: Grup Ge-l. isaretli («) hiicrdler sitoplazmasi kaspaz-3 ile kahverengi boyanmus
apoptotik néronlart gostermektedir.

HipokampisCA1l

Hipokampts CA1 dizeyinden alinan kesitlerden elde edilen apoptotik hiicre ortalama
degerleri Grup Ge-K ile Grup Gn-K, Grup Ge-1, Grup Gn-I karsilastirildiginda; Grup Ge-1 ve
Grup Gn-1 apoptotik hiicre ortalama degerleri anlaml: yilksek bulunurken (sirayla p= 0.008,
p=0.008) Grup Gn-K apoptotik hiicre ortalama degerleri arasinda fark saptanmad: (p= 0.116)
Grup Gn-K ile Grup Gn-1 ve Grup Ge-I karsilastirldiginda; Grup Gn-i ve Grup Ge-1 apoptotik
hiicre ortalama degerleri anlamli yiiksek bulundu (sirayla p= 0.008, p=0.008). Grup Gn-I ve
Grup Ge-I karsilastinldiginda; Gn-1 apoptotik hiicre ortalama degerleri anlamli yilksek
bulundu (p= 0.008) (Grafik 3, Resim 6).
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Grafik 3. Hipokampus CA1 gruplarinin karsilastiriimasi
* : p< 0.05 Kontrol grubu ile karsilagtirilldiginda
1; p<0.05 Grup Gn-I ile karsilastirildiginda
Kontrol Grubu , izofluran Grubu
B - -
: - -

Resm 6. Hipokampiis CA1 diizeyinden alinan kesitlerde Kaspaz-3 ile boyali x40 biyiitmedeki
resmler. A: Grup Gn-K B: Grup Gn-I C: Grup Ge-K D: Grup Ge-1. Isaretli («) hiicreler sitoplazmast
kaspaz-3 ile kahverengi boyanmus apoptotik ndronlar: gostermektedir.
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TARTISMA

Literatirde anestezik ajanlarin  etkilerindeki zamansal degisiklikleri inceleyen
calismalar bulunmaktadir. Yenidogan deneysel modellerinde bir inhalasyon anestezigi olan
izofluranin norotoksik etkisi gosterilmistir.*® izofluranin norotoksik etkisindeki sirkadiyen
ritimileiliskili degisiklikler ilk kez calismamizda ele alinmistir. Calismamizda yedi gunlik
yenidogan ratlara alt1 saat siiresince %1.5 konsantrasyonda uygulanan izofluramn hem gece
hem de giindiiz uygulanmasinin, kontrol gruplar: ile karilastirildiginda belirgin olarak daha
fazla noroapoptotik yanita neden oldugunu ve bu norotoksik etkinin sirkadiyen ritimle
degistigini, gece izofluran uygulamasimin gindiz izofluran uygulamasina gore gelismekte
olan rat beyninde daha az norotoksik etkisinin oldugunu saptadik.

Ratlarla yapilan birgok calismada inhalasyon anestezikleri kullanildigindan, bu
ganlarin yasamin erken donemindeki MAK degerlerinin belirlenmesi gerekmistir. Gilles ve
ark.** 9 giinlik yavru ratlar icin izofluramn 1 MAK degerini % 2.34 olarak saptarmslardir.
Ratlarin postnatal maturasyonu sirasinda sevofluran, halotan ve izofluramn MAK
degerlerinin arastirildig1 bu calismada,* infant ratlarla insan infantlar: arasinda iyi bir uyum
oldugu bildirilmistir. iki gunlik ratlarin yaklasik 24 haftalik prematir insanlarla, 9 gunlik
ratlarin tam gelismis neonatlarla ve 30 gunlUk ratlarin insanda geng eriskinlerle esdeger
oldugu varsayilmistir.** Calismamizda kullanilan % 1.5 konsantrasyonda izofluran bu yas
grubu icin yaklasik 0.64 MAK’a karsilik gelmektedir.

Anesteziyle indiiklenen néroapoptoz calismalarinda’™ denek olarak siklikla ratlar
kullanldigindan calismamizda, gelismekte olan memeli beyninde anesteziyle indiklenen
norotoksisiteyi calismak Uzere Wistar tirt ratlar: kullandik.

Baz1 arastirmacilar bu ndroapoptotik slrecin sadece ratlarda saptandigini ve ture

45,46

spesifik olarak gosterilebildigini  6ne  stirmuglerdir. Infant farelere, tavsanlara,

a® veya terme yakin koyunlara® 4 veya 6 saat izofluran uygulamasinin

domuzlar
ndroapoptozu tetiklemedigi bildirilmis, histopatolojik ¢alismalar ilag uygulamasindan sonraki
48. sadtte ®  ve atinct gunde™ yapilmistir. Bu calismalarda kullamilan tirlerde
noroapoptozun saptanamamasinin en uygun acgiklamas: calismacilarin  anestezik ajan
uygulamasinin sonlanmasi sonrasi, uygun bir donem icinde histopatolojik degerlendirme

yapmamalar: olabilir. NOoroapoptotik yaniti gostermek icin en geg zaman araliginin 24. saat
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oldugu, bu ge¢ evrede ancak yilksek doz ilag uygulamasiyla indiklenen sira dis1 asir1 yamt
tespit edilebilecegi ve ilag uygulamasindan sonraki birkag saat icinde hizla 6len en duyarl
hiicreler ilk 6-12 saat icinde fagosite edilirken, daha direngli ndronlarin gogunun 18.-24.
saatlerde fagosite edilmesi nedeniyle, akut olarak etkilenen ndronlarin 48. sasite veya 6.

giinde belirlenmesinin miimk(in olamayacag bildirilmistir.*’

Akut norodejeneratif surecin tespiti aymi zamanda kullamlan histolojik yonteme
baglidir. GUmuis boyamanmin ciddi nérodeeneratif reaksiyonu belirlemek icin uygun bir
yontem oldugu bildirilmistir.*” Aktive kaspaz-3 tiim hiicre gévdesinde ve dentritik agacta
olustugundan, aktive kaspaz-3 immiunhistokimyasal boyama, gimis boyamadan o©nce,
duyarl: néronlarda erken dejeneratif siireci gostermede ideal bir yontemdir.*’ Hiicre gévdesi
ve tum bilesenleri bu boya sayesinde detayl: olarak gosterilebilir. Ancak hiicre ayristikca
immun reaktivitesini kaybeder ve bu boyaya kars1 gériinmez olur. Bu nedenle hem histolojik
islem hem de uygulama sonrasi zaman araligi noroapoptotik yamtin kesin ve dogru
degerlendirilmesinde kritik éneme sahiptir.*’ Calismamizda erken dénem néroapoptotik
yanit1 degerlendirmek Uzere aktive kaspaz-3 immunhistokimyasal boyama yontemini sectik.

Calismalarda bircok anestezigin infant rat beyninde ndroapoptozu tetikledigi
gosterilmistir.™® Anand® ratlarin anesteziyle indilklenen néroapoptoza, insanlardan ve diger
turlerden daha duyarli oldugu belirtmistir. Ratlarda ndroapoptozu degerlendirmek igin gok
hassas yontemlerin kullamldigindan ve aym yontemler etik nedenlerden dolay: insanlarda
kullamlamadigindan, Anand’1in* bu degerlendirmelerinin dogru bir yorumlama olarak kabul
edilemeyecegi bildirilmistir.*’

Ikonomudou ve ark.? tekrarlayan dozlarda (90 dk araliklarla 9 saat siiresince 20
mg/kg SC) ketamin uygulamasinin infant rat beyninde apoptozu tetikledigini ancak tek bir
dozun (25, 50 ve 75 mg/kg) infant rat beyninde néroapoptozu tetiklemedigini bildirmislerdir.”

4 ooriano ve ark.®®'  insan

Takip eden diger calismalar bu bulgulari dogrulamus,
anestezisinde siklikla infant ratlarda toksik oldugu gosterilen dozun altinda tek doz olarak
kullanildigindan, ketaminin pediyatrik anestezi igin guvenli olabilecegini belirtmislerdir.
Anand® da anestezik ilaclarin hayvan beyninde apoptozu tetiklemesi icin “cok yilksek
dozlara ve uzun sireli maruziyete’ gereksinim oldugunu bildirmistir. Young ve ark.> ise
subanestezik (bir insan infantina anestezi uygulamak igin gerekli ketamin dozu 5 mg/kg iken

bir fare icin 80 mg/kg dir.>®) tek doz ketaminin (20 mg/kg) infant fare beyninde belirgin
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noroapoptotik yanit: tetikledigini  bildirmislerdir. Midazolamin®®> veya propofoliin™
subanestezik uygulamalarinin da infant rat beyninde néroappoitozu tetikledigi bildirilmistir.
Benzer bulgular izofluran icin de bildirilmistir."® Johnson ve ark.® infant farelere 1 saat % 2,
2 saat %1.5 ve 4 saat %0.75 izofluran uygulamis ve tum bu 1 MAK alt1 (infant fare igin
izofluramn MAK'1 : %2.26°) izofluran uygulamalarinin belirgin néroapoptozu indiikledigini
gostermislerdir. Ma ve ark.*® ve Jevtovic-Todorovic ve ark.! %0.75 izofluranin (0.33 MAK)
infant rat beyninde ndroapoptozu tetikledigini gostermislerdir. Bu ¢aligmalarin 1siginda “ gok
yiksek dozlara ve uzun sireli maruziyete” gereksinim  oldugunu  gorUsunin
savunulamayacag:r agik olarak gorulmektedir. Calismamizda anesteziyle indiklenen
noroapoptozu tetiklemek icin yedi gunlik ratlara %1.5 konsantrasyonda (0.64 MAK)
izofluran uyguladik.

Calismamizda anestezi uyguladigimiz yenidogan ratlarda hipoksi/iskemi veya
hipoglisemi de anestezik ilag uygulamasiyla iliskili nGrodejeneratif reaksiyondan sorumlu
olabilir; ancak galismamizda izofluran uyguladigimiz gruplardan randomize olarak segilen
birer rattan alinan arteriyel kan gazi analizi sonuglarinda herhangi bir metabolik ve
solunumsal anormallik saptamadik ve kan glukoz dizeylerini normal sinirlar tespit ettik.
Anestezi altindaki yenidogan ratlarin hemodinamik ve solunumsal monit6rizasyonlar: kuguk
boyutlarindan dolay: teknik olarak uygulanabilir olmadigindan®™ ve elimizdeki cihazlar
hemodinamiyi etkilemeyecek diizeyde alinan kicuk kan voliumlerinde (100 pL) olcime
uygun olmadigindan, ¢alismamizda tim deneklere hemodinamik monitérizasyon ve arteriyel
kan gaz1 analizi yapamadik. Literatlrdeki mevcut bulgular da anestezi uygulanan yenidogan

51 veya hipogliseminin®® anestezik ilag uygulamasiyla iliskili

ratlarda hipoksi/iskeminin
norodejeneratif reaksiyondan sorumlu olabilecegi  gortslyle ters dismektedir.
Hipoksi/iskemiye yanit olarak akut hiicre 6lumunin, anesteziyle indiklenen ndroapoptozdaki
yapisal analizden belirgin olarak farkli oldugu bircok kez gdsterilmistir.”®>’ Néroapoptoz
olusturan dozda ketamin® veya izofluran, N2O ve midazolam kombinasyonu® uygulanan
infant ratlarin kan gazi degerleri normal sinirlarda bulunmustur. infant fareler néroapoptoz
olusturacak durumlara maruz birakildiklarinda kan basinci degerlerinin stabil kaldigim ve
kan gazi degerlerinin anestezi uygulanmamis kontrollere gore belirgin olarak degismedigini
gosteren Loepke ve ark.> hipoksi/iskemiye dair kanit bulamasa da, infant farelerin %1.8
izoflurana maruziyetinin kan glikoz degerlerinde 5322 mg/dL (n=4) disUse neden oldugunu
ve izofluramin infant farelerde olusturabilecegi noroapoptozda, hipogliseminin katkisi

olabilecegini bildirmislerdir. Ancak daha fazla sayida hayvan igeren calismalarda, izofluran
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infant farelere (i¢ farkl1 konsantrasyonda ve siirede®*®

ve infant ratlara G¢lU anestezik kokteyl
(izofluran, midazolam ve N,O) seklinde uygulanmus®, calismalarda néroapoptoz tetiklenirken

hipoglisemi tespit edilmemistir.

Ratlarda ketaminin farmakolojik yanitin: ve toksisitesini arastiran bir calismada’, etki
siresi ve toksisitess aydinlik fazda daha ylksek bulunmus ve bu etki karaciger
metabolizmasindaki ditirnal degisikliklere baglanmstir. Inhalasyon anesteziklerinin, dzellikle
de izofluranin cok diisik oranda (%0.2) metabolize olmasi nedeniyle”® aym goriisiin
calisamizdaki sonuglara uyarlanmasinin mimkiin olmadigint diistinmekteyiz.

Inhalasyon anesteziklerinden sadece halotain MAK’indaki sirkadiyen degisim
arastirilmig ve ratlarda halotamin MAK’1 saat 12:00 de %1.26 iken, saat 20:00 de %1.45'e
cikmistir.® Bu nedenle calismamizda alti saatlik anestezi uygulamasi icin anestezik
gereksiniminin en fazla degiskenlik gosterdigi zaman dilimlerini igeren ve guintin aydinlik ve
karanlik epizotlarinda yer alan altisar saatlik uygulama slrelerini, aralarinda 12 saat fark
olacak sekilde, gece grubu i¢in 19:00-01:00 ve gindiz grubu icin 07:00-13:00 saatleri olarak

sectik.

Calismamizda yenidogan ratlarda izofluramn neden oldugu norotoksisiteyi tespit
etmek Uzere paraventrikiler talamik nikleus, hipokampus CA1l ve korteks kesitlerinde
noroapoptoz degerlendirildi. Anesteziyle indiklenen gelisimsel ndroapoptozun tim beyin
bolgelerini*® hatta medulla spinalisi etkiledigi gosterilmistir.>® Genel anesteziklerin 6zellikle
O0grenme ve bellek fonksiyonlarinda yer alan hipokampus CA1 bdlgesinde ve kortikal
alanlarda olumsuz etkilerinin bildirildigi calismada® uygulanan izofluran, midazolam ve N,O
kombinasyonunun noéroapoptotik yanitta, paraventrikiler talamik nikleusta 34 Kkat,
hipokampus CA1 bolgesinde 21 kat ve kortikal diizeylerde 18-35 kat artisa neden oldugu
saptanmustir.

Calismamizda gece uygulanan izofluramin, gundiz uygulamasina gore daha az
noropopitotik yanta neden oldugunu saptadik. Onceki calismalara dayanarak bu sonucun
aciklanmasinda iki hipotez 6ne sirllebilir. ilki anestezik gereksinimindeki zamansal
desisiklikler,* ikincisi ise sadece karanlikta salinan bir hormon olan melatoninin, anesteziyle
indiiklenen gelisimsel ndroapoptoz lizerindeki azaltici etkisidir.*



Literatirde anestezik ganlarin gelismekte olan memeli beyninde olusturdugu
norotoksik etkiyle iliskili cok sayida yayin olmasina karsin'® bu norotoksik etkideki
zamansal degisikliklerle iliskili yaymin bulunamamstir. Calismamizda néroapoptotik yaniti
tetiklemek Uzere uyguladigimiz anestezik ajan olan izofluran ile ilgili kronofarmakolojik
calisma literatiirde yoktur. inhalasyon ajanlarindan sadece halotanla yapilan bir calismada
gece anestezik ajan gereksinimi giindiize gére %19 daha fazla bulunmustur.*? izofluran
gereksiniminde de gece saatlerinde benzer sekilde artis oldugunu ve bu nedenle gece ve
gundiiz gruplarina esit konsantrasyonda uyguladigimiz izofluramin, gece grubu icin daha
dusik MAK’a karsilik geldigini varsayarsak, doz bagimli bir sire¢ olan anestezik
norotoksisitesindeki gece ortaya ¢ikan azalmanin kismen agiklanabilecegini diisinmekteyiz.

Y enidogan ratlara melatoninin (1-20 mg/kg, s.c.) verildigi bir ¢alismada melatoninin
anesteziyle iliskili apoptotik yanitta doz bagimli azalmaya neden oldugu gosterilmistir.*®
Melatoninin bu etkisindeki kesin mekanizma belirsiz olsa da i¢ mitokondrial membran
stabilizasyonundan baglayarak apoptotik kaskadin belirli anahtar evrelerini etkiledigi 6ne
siirtilmiistir. Calismamizda ortaya Gikan gece daha az etkilenmenin nedeninin melatonin
dizeylerindeki artis ile iliskilendirilebilecegini disiinebiliriz..
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SONUC ve ONERILER:

Yenidogan ratlarda yaptigimiz bu calisma ile %1.5 konsantrasyonda uygulanan
izofluranin gece veya gundiz uygulamasimn norotoksk etkisi oldugu, gece izofluran
uygulamasinin gindiiz uygulamasina gore daha distk oranda ndroapoptotik yanita neden
oldugunu saptadik.

Genel anesteziklerin etkilerindeki ve yan etkilerindeki sirkadiyen degisiklikler, bu
gjanlarin istenmeyen etkilerini azaltmak Uzere anestezi pratigine uyarlanabilir. Bununla
birlikte genel anestezik ajanlar ile ilgili kronofarmakolojik calismalar1 anestezi pratigine
uyarlamadan dnce dahaileri calismalara gereksinim vardir.
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