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OZET:

YENIDOGAN RATLARDA TEKRARLAYAN iIZOFLURAN UYGULAMASININ
OGRENME VE BELLEK UZERINE ETKILERI

Cigdem Gumusgerdanli, Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakultesi
Anesteziyoloji ve Reanimasyon Anabilim Dali, iZMIR

Amag: Bu calismanin amaci yenidogan (yedi gunlik) ratlarda tekrarlayan izofluran

uygulamasinin 6grenme ve bellek Uzerine olasi etkisini arastirmaktir.

Gereg ve YOntem: Anestezi grubu (n:13) : bir kez anestezi uygulanan grup (GA1) (n:7) ve
bes kez anestezi uygulanan grup (GA5) (n:6) olarak iki gruba ayrild: ve 6 L.dk™ akim hizinda
oksijen icinde %1.5 konsantrasyonda izofluran ikiser saat tekrarlayan dozlarda uyguland.
Kontrol grubundaki ratlar (GK) (n:8) ise oda havasinda solutuldu. Tum ratlar uygulamadan
sonra standart kosullarda izlendi. Morris Su Tanki testi (MST) ile bes hafta sonunda dgrenme
ve bellek testleri uygulandi.

Bulgular: Ogrenme sirecinin ikinci, Uglincii ve dordiincti giiniinde deney gruplarinin
platformu bulma stiresinin kontrole gore daha uzun oldugu goruldi. Hatirlama deneyi olan
besinci giin deneyinde (probe trid) bir kez grubunun diger gruplara gore hedef kadranda daha
az (p<0.001), kars1 kadranda ise daha fazla zaman gegirdigi gozlendi (p<0.05).

Tartisma ve Sonug: Morris Su Tanki testinde GK’ nin GA1 ve GAS’ den, GAS5'inise GAL
den daha basarili olmasi izofluranin 6grenme ve bellek fonksiyonlarim bozdugunu ancak
tekrarlayan izofluran uygulamasinin koruyucu etkisi oldugunu distindirmektedir. Sonug
olarak yenidogan donemindeki ratlara tekrarlayan dozlarda uygulanan %1.5 izofluran

anestezisinin ilerleyen donemde 6grenme ve bellek fonksiyonlarint bozdugu gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: izofluran, rat, Morris Water mazze, 63renme ve bellek



SUMMARY:

EFFECTS OF REPETITIVE ISOFLURANE ANESTHESIA ON LEARNING
AND MEMORY SKILLS OF INFANT RATS

Aim: The aim of this study is to investigate the effects of repetitive isoflurane anesthesia

during newborn period of rats on learning and memory skills.

Material and Method: Anesthesia group (n:13): divided into two as one time isoflurane
anesthesia group (GA1) (n:7) and five times isoflurane anesthesia group (GA5) (n:6) and
%1.5 isoflurane concentration in 6 L.dk-1 oxygen two hours/day performed repetitively. The
rats in the control group (GK) (n:8) breath in normal room air. All rats had standard
conditions after anesthesia and Morris Water Maze test was performed at the end of fifth

week to determine learning and memory skills.

Results: Memory test was performed on the fifth day (probe trid) and it was observed that
one time anesthesia group stayed less in the target area (p<0.001) and longer in the opposite
area than other groups (p<0.05). The time to find the platform was longer in the anesthesia
groups than the control group for four days learning process in Morris Water Maze test
(p=0.082).

Discusson and Conclusion: GK’ s performance was better than GA1 and GA5 and GAS' s
performance was better than GA1 in Morris Water Maze Task. These findings confirm that
isoflurane impairs the learning and memory abilities but repeated isoflurane anesthesia
protects these skills.

In this study it has been shown that isoflurane anesthesia at %1.5 concentration administered

to newborn rats causes learning and memory deficits in declining ages.

Key Words: Isoflurane, rat, learning and memory



GIRIS

Gunumuizde prematire bebeklere ve ¢ok kigik cocuklara degisik nedenlerle yapilan
operasyonlarda genel anestezi uygulamas: siklikla kullamimaktadir. Geng/yavru hayvan
modelleriyle yapilan deneysel calismalarda sedasyon ve anestezide kullamlan bazi ilaglarin
santral sinir sistemi (SSS) histopatolojik degisiklikleri olusturdugu ayrica 6grenme bellek
fonksiyonlarim olumsuz etkiledigi bildirilmistir (1,2). Pediatrik anestezide kullanilan
anestezik gjanlarin gelismekte olan SSS' ne etkileri halen en sik arastirilan konular arasinda
oncdigini korumaktadir (1).

Geligmekte olan beynin singptogenez sirasinda N-metil D-aspartat (NMDA) glutamat
reseptori bloke edici veya Gama amino batirik asit tip A (GABAA) reseptorlerini
potansiyalize edici gjanlara maruz kalmasi sonucu, yaygin apoptotik ndrodeenerasyonun
tetiklenebilecegi gosterilmistir (2). Halen kullamimakta olan anestezik ilaglar, anestezik
etkilerini NMDA reseptor blokajiyla [ketamin, azot protoksit (NZO)’ ksenon, klorahidrat]
veya GABAA reseptor potansiyalizasyonuyla (benzodiyazepinler, barbitiratlar, propofol,
etomidat, izofluran, desfluran, sevofluran, enfluran ve halotan) gosterirler (2).

Volatil gjanlardan, izofluran tek basina veya diger anestezik gjanlarla beraber genel
anestezi olusturmak amaciyla yaygin olarak kullamimaktadir. Genel anestezi olusumundaki
mekanizmalar: tam olarak bilinmemekle beraber GABAA, NMDA ve glutamat reseptorlerinin
sinaptik iletimindeki degisikliklerin genel anestezi olusumunda O6nemli bir rol oynadigi
dustnulmektedir (3). Ayrica bu reseptdrlerin memelilerde beyin gelisimi igin zorunlu oldugu
ve bu nedenle volatil anestezik ajanlara maruz kainmasimn normal beyin gelisimini
etkileyebilecegi bildirilmistir (4,5). Yenidogan ratlarda ve farelerde yapilan calismalarda
izofluran uygulamasim takiben saatler igcersinde noronal hiicre 6lumi meydana geldigi
saptanmistir (1,6).

Yasamin erken donemlerinde sik kullanmlan anestezik ajanlara bagli uzun donemde

davranigsal degisikliklerin oldugunu gosteren preklinik kanitlar bulunmaktadir (7).



Anestezik gjanlardan izofluranin, yasa bagli olarak hem ndrotoksik hem néroprotektif
etkileri bildirilmistir (8). Eriskin farelere %1 konsantrasyonda izofluran uygulamas: sonrasi
hipokampusta gpopitotik norodejenerasyon oldugu gosterilmistir (9). infant ratlarda olusan
fokal hipokampa lezyonlar ciddi uzaysal hafiza kusurlar: olusturdugu ve bu kusurlarin geng
erigkin ve eriskin donemde de devam ettigi bilinmektedir (10-12). Anterior talamik nikleuslar
ve prefrontal korteks gibi diger beyin yapilarint etkileyen lezyonlar da bu davramssal
bozukluklari taklit edebilmektedir (13).

Yaptigimiz literatir taramasinda yeni dogan ratlarda tekrarlayan izofluran

uygulamasinin 6grenme ve bellek Uzerine etkileri inceleyen bir ¢alismaya rastlanmamistir.



AMAC
Bu calismada, gunimizde gesitli nedenlerle genel anestezi uygulanan yenidogan
donemine denk gelen yedi gunlik ratlarda, tekrarlayan izofluran uygulamalarinin 6grenme ve

bellek Uzerine etkilerinin incelemesi amaglanmustir.



GENEL BiLGILER

GENEL ANESTEZI

Genel anestezi vital fonksiyonlarda bir degisiklik olmadan, gegici biling kaybi ve
refleks aktivitede azalma ile karakterizedir. Simdiye kadar bulunmus en etkin ilaglar
olmalarina, ylzyil askin siredir kullamlmalarina ragmen etki mekanizmalar: hala tam olarak
bilinmemektedir.

Inhalasyon anestezikleri; oda1sis ve basincindaki fizik durumlarina gore gaz ve sivi
olarak ikiye ayrilabilir :

1. Gaz anestezikler: siklopropan, etilen, azotprotoksit

2. Sivi inhalasyon anestezikleri: kloroform, eter, etil klordr, fluraksen, halotan,

metoksifluran, enfluran, izofluran, sevofluran, desfluran 'dir (14)

Genel anesteziklerin etki mekanizmalar ise; (1,15)
Gama amino butirik asit tip A (GABAA) reseptérleri ile inhibisyonda artis
(benzodiyazepinler, barbitiratlar, propofol, etomidat, izofluran, enfluran,
hal otan ve desfluran)
N-metil D-aspartat (NMDA) reseptorlerinin  uyarilabilirliginde azalma
(ketamin, N 20, ksenon, klorahidrat) olmak tzere ikiye ayrilir.

Inhalasyon anestezikleri akcigerler yoluyla alinan ve kan araciligiyla viicudun degisik
dokularina dagilan maddelerdir. Asil etki yerleri beyindir. Burada ndral membranlarin
fonksiyonlar ile etkilesirler: ya inhibitor fonksiyonlarin etkilerini artirirlar, ya da sinapdarda
veya ince ¢apli aksonlarin sinir uglarindan iletinin gegisini baskilarlar. Bu etkileri nedeniyle
inhalasyon anestezikleri bilingsizlik ve duyarsizliga neden olur ve bu durum yeterli diizeyde
ise herhangi bir reaksiyon olmaksizin cerrahi girisimlerin yapilabilecegi genel anestezi

durumunu olusturur.

Degisik anesteziklerin etkiledigi degisik beyin alanlari sunlardir:
Retikuler aktive edici sistem
Serebral korteks



Cuneat gekirdek
Olfaktor korteks

Hipokampus

Anestezik ajanlarin ana hedef bolgelerinden biri olan hipokampus, afferent ve efferent
yapilar, norotransmiterler ve birgok katmandan meydana gelen (gyrus dentatus, hipokampus,
fimbria hippocampi) limbik bir yapidir (15). Anterograd ve retrograd hafiza ve uzaysal yon
bulmada 6nemli roll vardr.

Hipokampuste, interndronlar iginde GABA ve onun sentezleyici enzimleri bulunur. Bu
noronlar eksitatdr sinaptik akimlarin ve piramidal hiicre desarjinin inhibisyonunu saglar(16).

Anesteziklerin ayrica spinal kord icindeki eksitator iletiyi, 6zellikle agri iletiminde rol
oynayan arka boynuz internoronlar diizeyinde baskilayici etkileri vardir (17).

GENEL ANESTEZIK AJANLARIN SANTRAL SINIR SISTEMINE ETKILERI

Genel anestezik agjanlarin santral sinir sistemine etkisi farkli mekanizmalarla
aciklanmaya galisiimaktadir. Bunlar;
1. Kolinerjik sistemin ve asetilkolin (Ach) saliniminin depresyonu
2. Sinaps sayilarinda azalma ve sinaps disfonksiyonu
3. Kasiyum (Ca) disregulasyonu
4. Apopitotik degjenerasyon

Genel anestezi sirasinda azalan Ach salimmi ve deprese olmus kolinerjik sissem genel
anestezinin bilingsizlik, agri, istemli hareket ve hafiza kaybi gibi istenen etkilerini
kolaylastirir. Genel anestezide ve anestezi idamesinde kullamlan ilaglar santral kolinerjik
sistemle etkilesir ve dejeneratif hastaliklarda beyinde kolinerjik sistem defisitleriyle birliktelik
gosterir ve postoperatif kognitif disfonksiyon ve deliryum patogenezinde rol oynarlar (18).

Volatil ganlardan desfluran, izofluran ve sevofluran nikotinik ve muskarinik
reseptorleri doz bagiml: olarak inhibe ederler. Intravendz ajanlardan barbitiratlar muskarinik
Ach (mAch) nin kompetatif antagonistidir, propofoltn yiksek dozlari, opioidlerden ise morfin
ve fentanil muskarinik Ach ve nikotinik Ach reseptorlerini inhibe eder, remifentanil ise
etkisizdir (19).

Anestezik agjanlar, iyon degisiklikleri (Na-K ve Ca kanalar ile) yaparak ve
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norotransmitter reseptorlerine (nikotinik, asetilkolin (Ach), seratonin tip 3, GABA, dlisin,
glutamat resetOrleri) etki ederek sinaps disfonksiyonuna ve sinaps sayilarinda azalmaya neden
olurlar. Bu da kognitif hasara ve Alzheimer Hastaligi (AH) gibi demansif hastaliklarin
olusmasina neden olur (1).

Inhalasyon ajanlarinin neden oldugu hiicre zedelenmesinin mekanizmas:  agik
olmamakla beraber kalsiyum disregiilasyonu suglanmaktadir. Sevofluran ve desfluranin,
izoflurana oranla intraselluler kalsiyumu ¢ok daha az etkileyerek daha az apopitoz olusumuna
neden oldugu bildirilmektedir (20). Inhalasyon gjanlarina kisa siire maruziyet, subletal strese
Onkosullanma ile noroproteksiyon saglarken, uzamis maruziyetler direk sitotoksik etki ile
apoptozise bagli hiicre hasarin arttirmaktadir (21).

Santral sinir sistemi gelisimi sirasinda singptogenez evresinin herhangi bir asamasinda
meydana gelen patoloji, apopitotik kaskadda hayatla bagdasmayan siddetli migrasyonel
defektlere neden olabilir. Insanlarda beynin gelisim siireci gebeligin altinci ayinda baslar ve
dogumdan sonra U¢ yasina kadar devam eder. Néral gelisim evresinde meydana gelen gegici
degisiklikler bile, gelisen milyonlarca beyin hiicresinde, apopitotik dejenerasyonu
tetikleyebilir (2).

Immatir memeli beyninde norona apopitoz, sinaptogenez periyodunda NMDA
reseptorlerinin gegici blokajiyla veya GABAA reseptorlerinin asirt uyarimiyla tetiklenebilir
2.

Jevtovic-Todorovic ve ark. (1) yedi gunlik ratlarda alti sast boyunca farkl
konsantrasyonlarda veya kombinasyonlarda N»O, izofluran ve midazolam uyguladiklar
caigmalarinda; tek basina N,O veya midazolam uygulamalarimn  apopitotik
ndrode enerasyona neden olmadigini, izofluramn ise tek basina doz bagimli (% 0.75, %1 veya

%1.5) ndrodejenerasyona neden oldugunu saptamiglardir.

IZOFLURAN
Fiziksel Ozellikleri

Izofluran, Terrell tarafindan 1965’ te sentezlenmistir. Klinik kullamma 1984’ te girmistir.
Halojenli, sivi inhalasyon ajamidir. Belirli 1s1 ve basing altinda vaporizatorlerle buhar haline
getirildikten sonra kullanilir. Patrisyon katsayilari; kan/gaz 1.4, beyin/kan 2.6, kas'kan 4.0,
yag/kan 45’ tir.

Minimum Alveolar Konsantrasyon (MAK) degeri % 1.2 dir. Buhar basinci 20°C de 240

mmHg' dir. izofluramn, MAK’ 1 artan yas ile ve N,O, fentanil, klonidin veya midazolanmin
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birlikte kullammu ile azalir (22).

Keskin, eter benzeri kokusu vardir ve yanict degildir. Keskin kokusu nedeniyle

indiiksiyonda kullanmimasi uygun degildir (23).

F Cl F
| |
F—C ﬁ—O—IC—H
|
F H F ‘
Isofiurane ‘

Sekil-1. izofluramn kimyasal yapisi

Kimyasal Yapia

[zofluran CHF2-O-CHCICF3, 1-kloro-2,2,2-trifloretil diflor metil eterdir. Kimyasal olarak
stabildir ve normalde sodalime ile reaksiyona girmez (23).

Dedfluran ve izofluranin kimyasal olarak yikimi sonucunda zararsiz bir Uriin olan
triflurometan ortaya c¢ikar. Desfluran, izofluran ve enfluranin yikimi kuru sodaime ve
barolime icinde de meydana gelebilir. Bu durum karbonmonoksid olusumu ile sonuclanir.

Bununla birlikte, karbonmonoksidin bu tirl olusumu % 4.8 veya daha fazla su igeren
sodalime kullammu ile veya % 9.7 ve daha fazla su igeren barolime kullanimi ile dnlenebilir
(24).

Farmakodinamik Ozellikleri
Beyin Uzerine Etkileri
Izofluran beynin elektriksel aktivitesini ve metabolizma hizim azaltir. Serebral

metabolik oksijen tuketimini dislren ve serebral kan akimi dengesini en iyi koruyan, bu
nedenle noroanestezide en cok tercih edilen volatil ajandir. Serebral kan akiminm ve kafa ici
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basincin arttirici etkisi diger ajanlardan daha azdir (22).
Anestezik gjanlarin;
Eksitator aktivitenin inhibisyonu
Inhibitor aktivitenin arttirilmas
Intraselliler sinyal kaskadimin  aktivasyonu gibi mekanizmalarla eksitotoksik
yaralanmay: azaltarak noroprotektif etki gosterdikleri disunilmektedir (25).

Schifilliti ve ark." nin (26) yaptig1 ¢alismada, 1980-2010 yillar: arasinda yapilan invitro,
insan ve hayvan ¢alismalari incelenmis ve intraventz anestezik ajanlarin (barbiturat, propofol)
ve inhalasyon ajanlarimin (halotan, izofluran, desfluran, sevofluran, ksenon), kronik
dejeneratif hastaliklar, iskemi, inme ve sinir sistemi travmast sonucu beyin dokusunda goriilen
apopitozis, dgenerasyon, inflamasyon gibi yan etkilere karsi beyin dokusunu korudugu
gosterilmistir. Bu ganlardan Ozellikle izofluran ve ketaminin gelismekte olan beyindeki

noroprotektif etkilerinin doz ve uygulama zamanina bagiml: oldugu gosterilmistir.

Kardiyovaskiler Sisteme Etkileri

In vivo olarak minimal kardiyak depresan etkisi vardir. Kap debisi, karotis
baroreflekserin kismen korunmasi nedeniyle kap hizimin arttirnlmas: ile idame ettirilir.
Izofluran koroner damarlar: dilate eder, norma koroner arterlerdeki dilatasyon kan teorik

olarak stenotik alanlardan uzaklastirir (koroner steal sendromu) (23).

Solunum Sistemine Etkileri

Diger volatil ajanlarda oldugu gibi solunum depresyonu gozlenir fakat takipne daha az
belirgindir. Dusuk dizeylerde bile (0.1 MAK) hipoks ve hiperkarbiye norma ventilasyon
yanitini baskilar. Ust solunum yolu reflekslerini uyarmasina ragmen, iyi bir bronkodilatator
oldugu dustnuldr, fakat halotan kadar potent degildir (23).
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Farmakokinetik Ozdlikleri

Eliminasyon: izofluran total viicut klirensi 4.0 L.dk™ dir. Ciltten kayb: total anestezik
aliminin %0.2' sidir (27).

M etabolizma: %0.2 oraminda metabolize olmas: nedeniyle flortir diizeyinde 6nemli artis
olmamaktadir. Metabolize olan kismin sadece %50' S idrarla atilir, temel metaboliti
trifloraasetikasittir. inorganik florid diizeyi klinik olarak Gnemsizdir ve nefrotoksisite sinirinin
cok altindadir (23).

OGRENME VE BELLEGIN DEGERLENDIRILMESI

Davranigsal siire¢ ve mekanizmalarin arastirilmasi, sadece hayvan ve insan beyninin
nasil calistiginin anlasiimast igin degil, aym zamanda insandaki davrars bozukluklarina
¢Ozum getirilmesi agisindan da ¢ok 6nemlidir. Karsilastirmali ndrobiyolojik ¢alismalar farkl
memeli gruplarinda beynin temel morfolojik ve islevsel yapilarinin ¢ok benzer oldugunu
gostermektedir. Aym zamanda davranig seviyesinde de yakin benzerlikler bulunmaktadir. Bu
nedenle hayvan calismalarindan elde edilen bir¢ok bilgi insanlar igin de gegerlidir (28).

Laboratuvar ortaminda yapilan norobiyolojik ve davranmssal ¢alismalarda en yaygin
kullanllan deney hayvam rat ve maymundur. Dinyada c¢ok az arastirma merkezinde
maymunlar denek olarak kullamilmaktadir. Ratlarin Uretim ve bakimi oldukca kolay ve

ekonomik oldugu igin gliniimuizde bilimsel arastirmalarda en gok kullanmlan hayvandir (28).

Ratlarin Bilissel ve Lokomotor Y etilerinin Degerlendirilmes

Ratlarin  bilissel ve lokomotor yetilerinin  degerlendirilmesinde bugine dek
tammmlanmis pek ¢ok hayvan davranig deneyi (HDD) modeli mevcuttur. Ratlarda, HDD’ leri
ile anksiyete, otonom fonksiyonlar, 6grenme, hafiza ve lokomotor aktivite gibi pek gok
Ozelligin degerlendirilmesi yapilmaktadir. Bilimsel yeterlilik olcutlerinin timiine aymt anda
sahip olan bir HDD modeli yoktur ve bu modellerin ¢ogu %100 kesinlikte sonug
saglayamamaktadir. Ancak bilimsel teknolojideki gelismelerle birlikte HDD’ leri giderek
dahaidea 0l¢utlerde yapilabilmektedir.

Davranms deneylerinin ratlarin gevresel (ndromotor) gelisimin tamamlandigi 80-85.
gunlerden sonra yapilmas: Onerilmektedir (29). Ancak ratlarin dogumu takiben kag haftalik
oldugu belirtilen ya da belirtilmeyen pek cok calismada, deneylerin ortalama 180-400 gr
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agirhgindaki  eriskin  erkek ratlarla yapildig:r bildirilmisgtir. Bu deneylerde ratlarin
cinsiyetlerine gore farkl1 davranislar sergiledigi tespit edilmistir. Ozellikle uzaysal (spasyal)
Ogrenmenin degerlendirilmesinde erkek cinsiyetin daha uygun oldugu saptanmustir. Bu
durumun hormonal farklilik ve hipokampts gelisimdeki farktan kaynaklandig: ileri
surtlmastir. Son yillarda yapilan pek ¢ok galismada bu nedenle erkek rat kullanidmistir (30-
32).

Tum HDD’ lerin 23+1°C oda sicakliginda, 12 saatlik gece-gunduz ritminin saglandigi
bir odada ses, 151k, sicaklik ve bekleme kosullarinin standardize edildigi ortamlarda yapilmasi
Onerilmektedir. Bu standardizasyonun saglanabilmes igin tim hayvan gruplarimn deney
alanina deney guninden birkag giin 6nce getirilmesi, deneylere baslanmadan 6nce tek tek
bekleme kaplarina konmasinin gerekliligi belirtilmektedir. Deney hayvanlarimn tdmunin
daha 6nce dogum yapmus, bir gebelikte birbirine yakin sayida yavru doguran annelerin
yavrularindan segilmesi, dogumdan sonra aym ginde sitten kesilerek anneden ayrilmasi,
anneden ayrilan ratlarin her kafeste esit sayida olacak sekilde barindiriimasi, standart yem ile
bedenmes gibi temel kosullarin saglanmasi Onerilmektedir. Burada amag ratlarin davrans
deneylerinin yapilacag: tarihte birbirine yakin agirlikta olmalarimin, néromotor gelisiminin
esit diizeyde olmasimin saglanmasidir. Ayrica daha 6nce yavru dogurmus, yavrularina zarar
vermedigi bilinen annelerin yavrularinin segilmesi ile deneye alinacak ratlarin anne tarafindan
reddedilme ya da yenmesini dnleme amaglanmaktadir. Ratlarin her zaman ayni arastirmaci
tarafindan, ayn: yontemle diizeneklere konmasi, arastirmacinin odada her zaman ayn yerde
durmasi, ayn renk kiyafet giymesi ve hatta parfUmini bile deneyler siiresince degistirmemesi
Onerilmektedir (33).

Yayinlar degerlendirildiginde ratlarda bilissel ve motor yetilerin degerlendirilmesi
amaciyla kullanilan pek ¢ok farkli deney duizenegi oldugu gorilmektedir (30-34).

Anksiyete, korku, tekrarlayan uygulamalarla Ogrenme ve kisa hafiza
degerlendirilmesinin labirent deneyi ile dogumdan sonraki altinci haftada ve iki-U¢ gin
sureyle yapilmas: 6nerilmektedir (34). Ratlarin duygusal durumunu, sedasyonunu, lokomotor
aktivitesini 6lgmede acik alamin kullamlmas: ve calismamin dogumu takiben 10. haftada
yapilmas: Onerilmektedir. Prof. Dr. Richard Morris tarafindan tanimlandigindan bu yana
kemirgenlerin 0grenme ve hafiza ¢aligmalarinda sikga kullanilan Morris Su Tanki (MST)
dizenegi ile dogumdan sonraki 12. haftada bes gun sireyle uzak hafizamin (reference
memory), 14. haftada ise dort guin siireyle yakin hafizamn (working memory) degerlendirmesi
Onerilmektedir (29,30).
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HAYVAN DENEYLERINDE KULLANILAN DAVRANIS TESTLERI

1. Pasif kaginma testi
2. Aktif kaginma ve kagma testleri
3. Mekansal bellek testleri
Labirentler (Y maze, 12-armradial maze)
Y tkseltilmis radyal labirent (Elevated plus maze)
Barnes |abirenti (Barnes maze)
Morris su tanki (Morris water maze)
Do6nen arena
Olay (event) arena

4.0rnege gecikmeli eslestirme/eslestirmeme testi

MORRIS SU TANKI TESTI

Rat ve fare gibi kiguk kemirgenlerde hipokampusa bagli mekansal dgrenme bellek
arastirmalar1 icin bugunlerde gok yaygin olarak kullanmlan su tanki, 1982 yilinda Morris ve
arkadaslar1 tarafindan tasarlanmistir (35). Morris su tanki (MST) deneyleri ile uzak hafiza,
yakin hafiza ve dgrenme degerlendirilebilir (29- 32).

Morris su tanki yaklasik 60 cm (35-90 cm) yukseklikte ve 117 — 210 cm ¢apinda
dairesd bir tanktir (Resim 2)

Bu tank 45 cm yukseklige kadar 111k matlastirilmis su ile doldurulmustur. Morris su
tanki deneyi sirasinda oda sicakliginin 23+1°C ve su sicakliginin ise 21°C ile 26°C araliginda
olabilecegi pek ¢ok yayinda bildirilmistir (31, 32). Rat veya farenin havuzda tekip edilmesi
genellikle otomatik olarak bilgisayar destekli video kamera ile yapilir. Tank sanal olarak
dorde bolundr ve boltnen dort parcadan birinin ortasina, su seviyesinin iki cm altinda
10 cm X 10 cm boyutunda seffaf pleksiglastan yapilmis gizli bir platform yerlestirilir. Tank,
degisik ve sabit gorsdl isaretlerle donatilmis genis bir odada bulunmaktadir. Deneyleri yapan
kisinin bu sabit ¢evrenin bir parcast oldugu varsayildigi icin deneyler sirasinda hep aym
pozisyonu amasi beklenir. Bazi arastirmacilar deneylerin birinci giiniinde dig uyaranlar izole
etmek icin su tanklarim perde ile gevirirler ve hayvanlari suya alistirmak ve platforma
cikmayr Ogretmek amaciyla, platforma yakin bir mesafede onlari suya birakip gerekirse
platforma dogru yavasga yoneltirler. Gittikge bu mesafe uzatiimalidir. Bunu takip eden esas
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egitim sirasinda platformun yeri alistirma egitimindeki platform yerinden farklidir. Esas
egitim gunde doért deneme ile dort — ati gin sirer. Gunluk dort denemede ratlar yuzleri
havuzun duvarina bakacak sekilde havuzun gevresinde rastgele secilmis dort farkli ama tim
denekler icin aym noktalardan havuza birakilir. Hayvan suya birakildiktan sonra platformu
bulana kadar veya 60 sn suda kair. Ratlar su tankina her atildiginda, ylizmelerine izin verilen
sireler esit tutulmakta olup, bu Sire cesitli arastirmalarda 30 ile 180 sn arasinda
degismektedir (36). Platforma ciktiktan sonra yikselti Uizerinde bekletilme siireleri 10 — 15 sn
olup, Ug saniye (34) ile 30 saniye (36) arasinda degismektedir. Genellikle gruptaki tim ratlar:
birinci denemeden gegirildikten sonraikinci deneme baslatilir ve boylece deneme arasi siireler
biraz uzar. Seyrek egitim yogun egitime nazaran daha basarilidir. Ancak farkl: ¢calismalarda
deneme arasi sireler cok farklilik gosterebilmekte, bu sire saniyelerle dakikalar arasinda
degisebilmektedir.

Gegmiste bu testte hayvanlarin basarisi platforma ulasma stiresi ile degerlendirilmekte
ve bu siire kronometre ile degerlendirilmekteydi. Ancak bu 6l¢im hayvanin yizme hizina
baglidir. Bu da hayvanlar arasinda degisebilmektedir. Gunimuzde hayvanlarin performanst
genellikle video kamera ve goruntt analizi yapan bilgisayar sistemi ile degerlendirilmektedir.

Kaydedilen degerler arasinda, hayvanlarin yuzerken izledikleri yol, birakildig:
noktadan platforma ulasincaya kadar gecen stire, birakildigi noktadan platforma yiiziltinceye
kadar mesafe, sanal dort kadranda harcadig: stire ve yuizme hizi bulunmaktadir. Capr 150 cm
olan standart bir su labirentinde egitimin dérdunct giiniinde normal geng ratlarin platformu
bulmasiires 15 sn' ye inmektedir.

Ogrenmenin derecesini 6lgmek igin egitimin bitiminde kaldirlmis platform ile yer
tercihi testi uygulanmaktadir (probe trial). Bu test genellikle 6grenme egitiminden bir gun
sonra yapilir ancak bu slire daha da uzun olabilir. Daha uzun stireden sonra yapilan yer tercihi
testi, aym zamanda bilgileri bellekte tutma testi olacaktir (memory retention test). Bu testte
hayvanin 60 sn iginde daha 6nce platformun bulundugu bolgede diger bolgelere nazaran ne
kadar ylzdugu kaydedilmektedir. Platformun yerini iyi Ogrenmis bir rat veya fareden
harcadigi zamamn/yolun en az %35’ ini platform bdlgesinde gegirmes beklenmektedir (37).

Davranis deneylerinde veri kayitlari, bilgisayar programlart araciligiyla veya

kronomotre kullanarak ratlarin gozle takibi yoluyla yapilabilmektedir (34).
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GEREC VE YONTEM

Calisma, Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakiltesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
onayr alindiktan sonra (EK-1), anestezi uygulamasi Multidisipliner Deney Hayvanlar
Laboratuvart’ nda, 6grenme ve bellek testleri Fizyoloji Laboratuvart nda yapilmustir.
Calismaya postnatal yedinci glinde olan, Wistar cinsi, agirliklar: 9-11 gr arasinda degisen, 32
adet yavru rat ainmstir. Annelerinin yavru ratlarn emzirdikleri goz Ontne alinarak,
kanibalizmi 6nlemek amaciyla, ratlara mimkin oldugu kadar dokunulmamaya ¢alisilmistir ve
eger dokunulacaksa pamuk ile dokunulmustur. Yavru ratlar dogumlarindan itibaren standart
laboratuvar kosullarinda (12 saat gundiz - 12 saat gece olacak sekilde 1giklandirma, 20-22°C
odaisisi, % 50-60 nem) izlenmistir.

Calismagruplari;

Anestezi grubu (GA) (n:24):

1 kez anestezi uygulanan grup (GA1) (n:8): Ratlara %1,5 konsantrasyonda izofluran
bir kez ikiser saat uygulanmistir.

5 kez anestezi uygulanan grup (GA5) (n:8): Ratlara %1,5 konsantrasyonda 24 saat
ardarla ardisik bes kez ikiser saat izofluran uygulanmistir (Toplam 10 saat).

10 kez anestezi uygulanan grup (GA10) (n:8): Ratlara %1,5 konsantrasyonda 24 saat
ardarlaardisik on kez ikiser saat izofluran uygulanmstir (Toplam 20 sazt).

Kontrol grubu (GK) (n:8): Ratlar oda havasinda solutulmustur.
Anestezi uygulamas
Her deney hayvan igin ayri olmak tzere 450 mL hacimli gaz giris ve cikis sistemi
bulunan cam kavanozlar kullaniimistir. Cam kavanozlara vaporizator (Isoflurane, Vapor 19.1,

Abbott Lab, Almanya) ile 6 L.dk* akim hizinda oksijen icinde %1,5 konsantrasyonda
izofluran (Forane, Abbott Lab. istanbul, TUrkiye) girisi saglanmustir.
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Resim 1. Anestezi uygulama diizenegi

Inspire edilen oksijen ve uygulanan volatil ajanmin konsantrasyon diizeyleri, cikis
hattina baglanan anestezik gaz monitodri (Anesthesia Gas Monitoring 1304, Danimarka) ile
izlenerek sabit tutulmustur. Tim kavanozlar 37°C sabit sicaklikta su banyosuna yerlestirildi.
Ratlaraiki saat sire ile bu kavanozlarda gaz karisini solutulmustur.

Anestezinin sonlandirilmas::
Volatil anestezik uygulamas: iki saatlik siirenin sonunda kesilip ve 6 L.dk* akim
hizinda oksijen verilerek deneklerin derlenmeleri saglanmugstir. Derlenmelerinin sonunda ratlar

annelerinin yamna alinmistir.

Gruplarina gore ratlara ardigik, aym dozda anestezi uygulamasi yapilmstir.
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Arastirmadan cikarilmakriteri:
Herhangi bir sebeple deney sireglerini tamamlayamayan hayvanlar calismadan

cikarilmustar.

Bakim yeri ve kosullar:

Ratlar MST testi uygulanana kadar bes hafta siire ile Multidisipliner Deney Hayvanlar
Laboratuvarr’ nda standart kosullarda izlenmistir.

Ogrenme testleri baslamadan bir hafta 6nce adaptasyon icin Fizyoloji Laboratuvarr’ na
tasimip ve bir hafta siire ile standart kosullarda bakilmstir.

OGRENME VE BELLEGIN DEGERL ENDIRiL M ESi

Morris Su Tanka Testi

Ogrenme testleri ¢ap1 120 cm, derinligi 80 cm olan, siyah renkli pleksiglas maddeden
imal edilmis su ile dolu yuvarlak bir havuzda (su tanki) yapilmistir (Resim 2).

Tankin igine ratin gevresel ipuglarindan faydalanarak bulabilecegi 10 cm ¢apinda gizli
bir platform konulmustur. Platform kadranlardan birisinin ortasina, suyun 3-4 mm kadar
altinda olacak sekilde sabitlenmistir. Suyun sicakligi 23+1 °C olacak sekilde ayarlanmistir.
Patform lifli yapida bir kumas ile kaplanarak ratin bu bdlgede disme tehlikes yasamadan,
kendini guvende hissetmesi saglanmustir. Testin yapildigi odamin duvarlarina hayvamn su
icinden de gorebilecegi sekilde renkli geometrik sekiller ya daresimler asilmistir (Resim 2).

Deneyin basindan sonuna kadar odada higbir seyin yeri (dolap, perde, isik vs.)
degistirilmemistir. Hatta deney hep aym kisi tarafindan yapilmistir; kiyafet, parfum vs.
degisikligi yapilmamustir. Ratin ¢evre ipuglarint kullanarak gevre ve platform arasinda iliski
kurmasi ve platformun yerini bulmas: saglanmustir.

Morris su tanki kuzey, gtiney, dogu ve bati kutuplar olmak tizere dort kisma ayrilmistir.
10 dakika araliklarla gtinde dort kez, dort gun siire ile 6grenme denemeleri yapilmis, 5. giin
test fazina alinmistir. Ogrenme denemeleri icin ratlar her gin farkl: bir kutuptan birakilmis ve
platformu bulma slreleri tespit edilmistir (learning trial). Su igine birakilan rata platformu
bulmasi igin iki dakika sure verilmistir. Bu stre iginde deneklerin yizme hizlari ve Morris su
tankindaki anksiyete gosterges olan thigmotaxis (denegin tank duvarini dpmes, tank iginde

cepecevre dolasmasi) davranigt OlgUlmuistar. Platformu bulma sires iginde platformu
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bulamamasi durumunda rat platforma yonlendirilerek, zarar vermeden platform Uzerine
ahinmis ve 30 saniye slresince etrafi tammasina izin verilmistir. Daha sonra platform

Uzerinden alinarak havlu kagit ile kurutulmustur.

Bellek degerlendirilmesi icin platform kaldirilmis ve 60 sn ylzme siresi verilmistir.
Ratin daha 6nce platform bulunan kadranda (hedef kadran) gecirdigi stire ve thigmotaxis
davranmsi degerlendirilmistir (probe trial). Deneyler sirasinda bitiin asamaar “HVS image’

kayit ve analiz sistemi kullamlarak yapilmistir. Bu sstem bir CCD kamera ve ulasan

gorunttlerin analizini yapan bir yazilimdan olusmaktadir.

Resm 2. Morris Su Tanki
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ISTATISTIKSEL YONTEM

Istatistik analiz SPSS for Windows istatistik programinin 15.0 versiyonu kullanilarak
yapildi. Sonuglar ortalama + standart sapma biciminde verilmistir. Ogrenme testlerinde guinler
arasindaki farklilig1 saptamak icin repeated measures ANOVA ve gruplar arasindaki farklilig:
saptamak icin one way ANOVA testi ve bunu izleyen post hoc Dunnett testi yapilmistir.
p<0.05 diizeyi anlamli kabul edilmistir.
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BULGULAR

Bir kez anestezi verilen gruptan bir, bes kez anestezi uygulanan gruptan iki, on kez
anestezi uygulanan gruptan ise dort, toplamda ise yedi tane rat anestezi uygulama sirasinda
eks olmustur. Calismaya toplam 25 yavru rat alinmustir.

GA10 grubunda toplam 4 denegin bulunmasi nedeniyle istatistiksel degerlendirmeye
alinmamustir.

Deney gruplarinin dagilimi Tablo-1' de sunulmustur.

Tablo-1. Gruplardaki toplam rat sayilar

Gruplar Erkek Disi Toplam
GAl (bir kez) 4 3 7
GA5 (beskez) 2 4 6
GK (Kontrol grubu) 6 2 8




OGRENME DENEMELERI (LEARNING TRIAL)
PLATFORMU BULMA SURESI

Ogrenme denemelerinin  birinci giin gruplar arast platformu bulma siresi
karsilastirilmasinda gruplar arasinda anlamli fark saptanmamustir (p=0,649). Ikinci gin
gruplar arast platformu bulma siires karsilastiriimasinda; GK’un platformu bulma siires
GAl'e gore anlamli daha kisa oldugu saptanmustir (p=0,001). Uglincli giin gruplar arasi
platformu bulma stiresi karsilastirilmasinda; GK’un platformu bulma siiress GA1' e ve GA5’e
gore anlamli daha kisa oldugu bulunmustur (sirasiyla p=0,001, p=0,002). Dordinct gin
gruplar arast platformu bulma siires karsilastiriimasinda; GK’un platformu bulma siires
GAl'e ve GA5'e gore anlamli daha kisa oldugu saptanmistir (sirasiyla p=0,003, p=0,046)
(Sekil 2).
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Sekil-2. Patformu bulma siires (baslama noktasindan goriinmez platformu bulana kadar
gecen surenin gunluk degisimi) (*p < 0.001 GK ile GA1 karsilastirildiginda anlamli kisa;
p<0,05; GK ile GAS5 karsilastirildiginda anlaml1 kisa)
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YUZME HIZI

Ogrenme denemelerinin  birinci  gin gruplar arast yizme hizi ortaamalar
karsilastirildiginda GK’ un yiizme hizi ortalamast GA1 yiizme hizi ortalamasina gore anlamli
kisa bulunmustur (p=0,007). ikinci, Uglincli ve dordinci gin gruplar arasi yiuzme hizi
ortalamaart karsilastirildiginda; gruplar arasinda anlamli fark saptanmamistir (sirasiyla
p=0,12, p=0,06, p=0,63) (Sekil 3).
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Sekil 3. Gruplarin yizme hizlar1 (* p<0.05: GK ile GA1 karsilastirildiginda anlamli kisa)
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THIGMOTAXIS DAVRANISLARI

Ogrenme denemelerinin birinci giin gruplar arasi thigmotaxis davramis: ortalamalar
karsilastirildiginda GK’ un thigmotaxis davranisi ortalamast GAlve GAS5' e gore anlamli kisa
bulunmustur (srastyla p=0,001, p=0,001). ikinci, Uglincti ve dordincli giin gruplar arasi
thigmotaxis davramsi ortalamaart karsilastinldiginda; gruplar arasinda anlamli  fark

saptanmamistir (sirasiyla p=0,32, p=0,09, p=0,37) (Sekil 4).
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Sekil 4. Gruplarin thigmotaxis davramsi ortalama sureleri (1 p<0,05; GK ile GA5

karsilastirildiginda anlamli kisa)
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HATIRLAMA DENEMESI (PROBE TRIAL)

PROBE TRIALDE KADRALARDA GECIRDIKLERI SURE

Bellek degerlendirilmesi olan besinci giinde (probe trial) 1. kadranda gecirdigi siire
ortalamaart karsilastirilldiginda GA1'in 1. kadranda gegirdigi sire ortalamasinin GK ve
GA5' e gore daha uzun oldugu sgptanmistir (sirasiyla p=0,001,p=0,004). Hedef kadranda (3.
kadran) gecirdigi stre ortadamas karsilastirildiginda; GA1'in 3. kadranda gegirdigi Slre
ortalamasinin GK ve GA5'e gore daha kisa oldugu saptanmistir (sirasiyla p=0,04,p=0,001)
(Sekil 5).

GA1l ve GAS'in GK ile ikinci kadranda ve doérdinci kadranda gegirdikleri sire
ortalamalar1 karsilastirildiginda anlaml: fark bulunmamugtir (sirastyla p=0.777); p=0.449).

KADRANLARDA CECIRILENSURE
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Sekil 5. Gruplarin bellek degerlendirilmesi (probe trial) (v p<0,05 GA1l ile GA5 ve GK
karsilastirildiginda anlamli uzun, & p=0,05 GA1 ile GA5ve GK karsilastirildiginda anlamli
kisa)
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YUZME HIZI

Bellek degerlendirilmesi olan besinci giinde gruplar arasi yizme hizi ortaamalari

karsilastirildiginda; gruplar arasinda anlamli fark saptanmamistir (p=0,370) (Sekil 6).

YUZMEHIZI
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Sekil 6. Probe trialde ylizme hizlar
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THIGMOTAXIS DAVRANISLARI

Probe trialde thigmotaxis davramsi: ortdamas: karsilastirildiginda; GK thigmotaxis
davranis1 ortalamast GA1'e gore daha kisa oldugu saptand: (p=0,007) GK ile GA5 arasinda
anlamli fark bulunmach (p=0,224) (Sekil 7).

THIGMOTAXIS DAVRANISLARI
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Sekil 7. Probe trial’de thigmotaxis davramsi (* p<0.05 GK ile GAl karsilastirildiginda
anlaml1 kisq)
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TARTISMA:

Bu caligmada, yeni dogan donemindeki ratlara uygulanan izofluran anestezisinin uzun
donemde 6grenme ve bellek testlerini bozdugu saptanmistir.

[zofluran anestezisi uygulanan ratlarin, MST’ deki performanslarinin kontrol grubuyla
karsilastirildiginda daha kotl performans gosterdigi saptanmasina ragmen bes kez anestezi
uygulamasinin bir kez anestezi uygulamasina gore 6grenme ve bellek performansinin daha iyi
olmast bes kez izofluran uygulamasinin bu fonksiyonlar Uzerine koruyucu etkilerinin
oldugunu distndirmektedir.

Anesteziyle induklenen néroapopitoz caismalarinda ve davrans testlerinde denek
olarak siklikla rat kullamildigi icin calismamizda, gelismekte olan memeli beyninde
anesteziyle induklenen norotoksisite ve norokognitif bozuklugu arastirmak tUzere Wistar turd
ratlar kullanilmigtir (1,40,41).

Anestezinin indikledigi uzun donem ndrokognitif bozukluklarin saptanmasi igin
uzaysal referans hafizasim degerlendiren, MST ve radyal arm maze (radiyal kol labirent)
testleri uygulanmaktadir (1,42,43). Kemirgenlerde uzaysal bellek hipokampal lezyonlardan
etkilendigi icin genellikle bu testler hipokampal bagiml: olarak kabul edilmektedir (13). infant
ratlarda olusan foka hipokampal lezyonlar ciddi uzaysal hafiza kusurlar: olusturdugu ve bu
kusurlarin geng eriskin ve eriskin donemde de devam ettigi bilinmektedir (11-13). Anterior
talamik nikleuslar ve prefrontal korteks gibi diger beyin yapilarim etkileyen lezyonlar da bu
davramigsal bozukluklar: taklit edebilmektedir (13). Bu testlerden Universitemiz Fizyoloji
laboratuvarinda mevcut olan MST testi kullanilmistir.

Y enidogan déneminde kullanilan anestezik ajanlara bagli gelisebilecek norokognitif
bozuklugun saptanmast icin MST testlerinin yapilma zamam ile ilgili gorus birligi
bulunmamaktadir. Bu testte performansin artmasinda tekrarlamalar 6nemlidir. Deneme sayisi
arttitkga hayvan ipuglarimi daha iyi degerlendirip hafizasina kaydetmekte ve Ozel haritalar
olusturarak daha sonraki denemelerde platformun yerini daha kolay bulmaktadir (44-48). Bu
caismada izofluramin ge¢ donem etkileri arastirimas: planlandigi igin 6grenme testleri
anestezi uygulamasindan alti hafta sonra yapilmistir.

Morris Su Tanki testi uygulanan hayvanlarda 6grenme performansimn bozulmasi her
zaman uzaysal Ogrenmenin bozuldugunu gostermemekte, hayvamin bulundugu ortamdan
rahatsiz olmasi veya korkmas: da 6grenme performansini etkilemektedir (49). Bu deneylerde
ratlarin cinsiyetlere gore de farkli davranslar sergiledigi, bu durumun hormonal farklilik ve

hipokampus gelisimdeki farktan kaynaklandigi ve Ozellikle uzaysal Ogrenmenin
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degerlendiriimesinde erkek cinsiyetin daha uygun oldugu saptanmistir (30-32). Ancak
caismamizda yedi gunlik ratlarda cinsiyet belirleme imkam olmadigi icin izofluran
uygulamasi ©nces annelerinin  yamndan rastgele aiman ratlarin cinsiyetine  6nem
verilmemistir.

Bellek degerlendirilmesi olan besinci giin deneyinde (probe trial) ratlarin en az karsi
kadranda bulunmalar1 beklenmektedir. Probe trial’de dlgllmek istenen, hedef kadranda
gecirdigi stre ile bellek fonksiyonun degerlendirilmesidir. Bir kez grubunun diger gruplara
gore hedef kadranda daha az (p<0.001), karsi kadranda ise daha fazla zaman gegirdigi
gozlenmistir (p<0.05). Tekrarlayan anestezi uygulamalarinda, hedef kadranda gegirilen
strenin bir kez uygulanan gruptan daha fazla oldugu fakat kontrol grubundan daha az oldugu
saptanmigtir.  Sonug olarak, yapillan bu calismada izofluran uygulamasinin bellek
fonksiyonlarim bozduguna ancak tekrarlayan uygulamalarin ge¢ donemde bir miktar
koruyucu etki gosterdigine dair veriler elde edilmistir. Calismamizin sonuglar: Su ve ark.” min
(50) erken donemde yaptiklari (anesteziden 48 saat sonra) MST testinin sonuglarina
benzemektedir. Bu galismacilar anesteziden iki hafta sonra yaptiklart MST testinde kontrol,
bir kez ve bes kez izofluran gruplar arasinda fark bulamamiglardir. Bu bulgularin nedeni tam
olarak agiklanamamakla birlikte arastrmacilar Rammes ve ark.’min (51) izofluran
uygulamasindan 24 saat sonra hipokampal noronlarda saptadigi NM DA reseptorlerinin NR2B
alt grubundaki artisin erken donemdeki iyilesmeden sorumlu olabilecegini belirtmislerdir.

Izofluranin 6grenme ve bellek Uzerine etkileri daha 6nce de arastirilmis ancak gesitli
caismacilar tarafindan farkli sonuclar elde edilmistir. Culley ve ark.’min (47) caligmasinda,
alti aylik ratlarda iki saat %1.2 izofluran ve %70 N,O/ %30 O, uygulamasinin, anesteziden
sonraki donemde uygulanan labirent (12-arm maze) testindeki performans: kotl etkiledigi
gosterilmistir. Crosby ve ark. (52) iki saat %1.2 izofluran ve %70 nitroz oksit uygulamasinin
iki hafta sonra yaptiklart 12-arm maze testinde sonuclar: iyilestirdigini saptamugslardir.
Rammes ve ark. (51) %1.33 izofluran uygulamasinin 6grenmeyi indiikledigini belirtmislerdir.
Ancak Butterfield ve ark (53) eriskin farelerde ne tek ne de tekrarlayan izofluran
uygulamalarinin 6grenme Uzerine etkisini gosterememislerdir.

Palanisamy ve ark.’nin (7) yaptiklar1 ¢alismada 14. gestasyonel haftadaki ratlarda
(insanda ikinci trimester) dort saat %1,4 izofluran ve %100 oksijen uygulanmis ve postnatal
sekizinci haftada yavru ratlarda spontan |6komotor aktivite, hipokampal 6grenme ve bellek ve
anksiyete durumlar1 degerlendirilmis, sonucta fetal beynin maternal anesteziden olumsuz
etkilendigi ve izoflurana yasamin erken evrelerinde maruziyetin daha fazla norogelisimsel

sorunlara neden olabilecegi ileri strdlmuistur.
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Yasamin erken donemlerinde sik kullanilan anestezik ajanlara bagli uzun donemde
davramgsal degisikliklerin oldugunu gosteren preklinik kanitlar bulunmaktadir (7). Anestezik
gjanlardan izofluramn, yasa bagli olarak hem norotoksk hem ndroprotektif etkileri
bildirilmistir (8). Eriskin farelere %1 konsantrasyonda izofluran uygulamasi sonrasi
hipokampuste apopitotik nérodejenerasyon oldugu gosterilmistir (9). Fakat yenidogan ratlarda
tekrarlayan izofluran uygulamasinin 6grenme ve bellek tzerine etkileri incelenmemistir.

Yapilan calismalarda ikinci dekattan onceki maruziyetlerde genel anesteziye bagli
noronal hasarin ve norokognitif bozukluklarin daha sik oldugu gbzlenmistir. Neonatal
farelerde izofluran uygulamasint takiben fizyolojik apopitoziste artma ve noronal dansitede
azalma oldugu ve yaygin norodegenerasyon oldugu saptanmistir fakat neden olan
mekanizmalar hala agiklanamamustir (54).

Izofluramin yeni dogmus ve bir yasindaki hayvan beyninde toksik oldugu, yasliliktaise
postoperatif kognitif bozukluklara neden oldugu bulunmustur (50). Y edi gtinlik rat beyninde,
NMDA reseptor antagonistlerinden; N>O, GABAA' erjik gjanlardan; izofluran ve midazolam
ile iki saatlik anestezi uygulamasindan 18 saat sonra masif hiicre 6limiine neden olmustur.
Neonatal ratlarda, anestezinin indukledigi hucre dlumleri ndrokognitif hasarlarla iligkilidir ve
anesteziden aylar sonra bile gosterilebilir. Anestezi uygulanan neonatal ratlarda, 6grenmede
ilerleyici bozukluklarin ve sosyal davranis disfonksiyonlarimn gelistigi, dort yasindan kiguk
cocuklarda ise uygulanan anestezik agjanlarin sinaptogenez doneminde nérotoksisite yaptigi
gozlenmistir (8).

Calismamizda izofluran uygulanan butun ratlarin Morris su tankindaki basarilar: ve
probe trial’da hedef kadranda kalma slreleri kontrol grubuna gore daha kotl olarak
bulunmustur. Bu bulgular yenidogan donemindeki ratlara %1,5 konsantrasyonda ki iki saatlik
izofluran uygulamasinin 6grenme ve bellek fonksiyonlarin ilerleyen donemlerde bozdugunu
desteklemektedir.

Deneyin ilk guninde bir kez grubunun yizme hizi ve thigmotaxis gibi anksiyete
gostergesi olarak kullanilan davranislarda diger gruplara gore artis oldugu gorulmistar.
Yuzme hizindaki farkliligin bu grubun anksiyete seviyesinin yiksek olmasindan
kaynaklanmis olabilecegi dustnilmastdr.

Palanisamy ve ark.” min (7) maternal donemde uyguladiklar: dort saatlik %1,4 izofluran
anestezisinden sonra yetiskin déneme gelen yavru ratlarda yapilan anksiyete testlerinden
elevated plus maze'de elde edilen verilerden, anksiyetenin azaldig: fakat diger anksiyete
testlerinde kontrol grubu ile aralarinda fark olmadig: saptanmustir.
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Halotan, desfluran ve sevofluranin kronik subanestezik dozlarda (90,1, %0,3, % 0,6
konsantrasyonda 30 giin boyunca 4 saat) anksiyete olusturdugu gosterilmistir. Calismacilar
inhalasyon anesteziklerinin neden oldugu davrams bozukluklarint mental fonksiyon
bozukluklari, anksiyetede artig, pskomotor performans ve Ogrenmede bozukluk olarak
siniflamiglardir (55). Levin ve ark. (56) benzer sekilde yenidogan doneminden itibaren
tekrarlayan dustk konsantrasyonda halotan uygulamalarinin ratlarda eriskin donemlerinde
davrams bozukluklarina neden oldugunu saptamuslardir. Arastirmacilar halotanin bu etkisini
hipokampus ve neokortekste sinaptogenezi baskilamasi ve dendritik agacin biyimesinin
gecikmesine neden olmasina baglamislardir. Fredriksson ve ark. (57) neonatal donemde
NMDA ve GABA, Uzerinden etki gosteren anesteziklerin kullamminda ileriki donemlerde
O0grenme ve davrams bozukluklarimn ortaya ¢iktigim, diazepamin anksiyolitik etkinliginin
azaldigim gostermislerdir. Anesteziklerin bu etkisini ndronal apopitoza (6zellikle olfaktor
sistemde) bagli olabilecegini belirtmislerdir. Izofluramn da hipokamplste apopitotik
norodeenerasyon yaptigi gosterilmistir (9). Bu calismalar gelismekte olan rat beyninde
anesteziklerin hicre olumune, ilerleyen yaslarda ise anksiyete, Ogrenme ve davrans
bozukluklarina neden olabilecegini gostermektedir.

Literatirde anksiyete ¢alismalarinda kullamimas: en uygun olan testin eevated plus
maze oldugu bildirilmektedir (55). Acik alan taski (veya MST) gibi stresli bir ortama birakilan
ratlarda ise thigmotaxis genel anksiyeteyi 6lgmekte kullaniimaktadir (58). Caismamizda
primer olarak anksiyete arastiriimasi planlanmamistir bu nedenle elevated plus maze testi
degil 6grenme ve bellek degerlendirilmelerinde kullanilan M ST testi tercih edilmistir.

Yetiskin ve yasl ratlarda bir kez izofluran uygulanmas: ile nérokognitif fonksiyonlar
ve dgrenme performanslarinda degisiklik olmadigini gosteren yayinlar mevcuttur (53).

Culley ve ark.' nin (45) calismasinda, iki saatlik %1.2 izofluran, %70 N ;0O ve %30 O,
verilen geng (alti aylik) ve yasli (18 aylik) ratlarda anesteziden sekiz hafta sonra yapilan
labirent testinde (12-arm radial maze) genglerde hata yapma orammn azaldigi, yaslilarda ise
beyin dokusunun gen¢ beyin dokusundan farkliliklari nedeniyle anesteziklere daha fazla
duyarli olmasiyla hem hata oramnda hem de test tamamlama siresinde artis oldugu
bulunmustur.

Vaentim ve ark. (9) %1, %1,5 ve %2 konsantrasyonda bir kez bir saatlik izofluran
anestezisi uyguladiklar1 calismalarinda, %1 konsantrasyonda izofluran verilen eriskin
farelerde diger gruplara gore daha yiksek oranda hipokampal apopitoz ve uzaysal hafizada
bozulma oldugunu saptamuglardir.
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Anestezi altindaki yenidogan ratlarin hemodinamik ve solunumsal monitérizasyonlar
kiicik boyutlarindan dolayr teknik olarak uygulanabilir olmadigindan ve elimizdeki
cihazlarin, hemodinamiyi etkilemeyecek dizeyde ainan kugik kan volimlerinde (100
mikrolitre)  dlgime uygun olmadigindan, c¢alismamizda deneklere  hemodinamik
monitorizasyon ve arteriyel kan gazi analizi yapilamamustir. Daha 6nce yapilmis ¢alismalarda,
gruplardan randomize olarak segilen birer rattan ainan arteriyel kan gazi analizi sonuclarinda
herhangi bir metabolik ve solunumsal anormallik saptanmamis ve kan glukoz duizeyleri
normal sinirlarda oldugu tespit edilmistir (59-61). Aym dizenegin kullanmildigi ¢alismamizda
bu veriler degerlendirilerek kan gazi 6rneklendirilmesi yapilmamistir.

Calismamizda patoloji incelemesi yapiimamustir. Ogrenme ve bellek testlerinde
saptacdigimiz bozulmalar patolojik degerlendirme ile karsilastirilamamgtir.  Diger

kisitlamamizda bu olabilir.
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SONUC ve ONERILER:
Sonug olarak; bu galismada yenidogan déneminde %1,5 konsantrasyondaki izofluran

uygulamasinin ergenlik déneminde yapilan 6grenme ve bellek testlerinde bozulmaya neden

oldugu gosterilmistir.
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