T.C.
DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
ANESTEZIYOLOJI VE REANIMASYON
ANABILIM DALI

DESFLURAN’IN YENIDOGAN RATLARDA
NOROTOKSISITESININ,
OGRENME VE BELLEK UZERINE ETKISININ
ARASTIRILMASI

DR. DUYGUHAN iSGUVEN

UZMANLIK TEZi

IZMIiR-2010



T.C.
DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
ANESTEZIYOLOJI VE REANIMASYON
ANABILIM DALI

DESFLURAN’IN YENIDOGAN RATLARDA
NOROTOKSISITESININ,
OGRENME VE BELLEK UZERINE ETKISININ
ARASTIRILMASI

UZMANLIK TEZI

DR. DUYGUHAN ISGUVEN

Damsman Ogretim Uyesi: Prof. Dr. Ali Necati GOKMEN



ICINDEKILER:

TESEKKUR
TABLO LISTESI
SEKIL LISTESI
RESIM LiSTESI
GRAFIK LISTESI
KISALTMALAR
OZET
SUMMARY
GIRIS

AMAC

GENEL BILGILER

Genel Anesteziklerin Santral Sinir Sisteminde Etki Mekanizmalari
Desfluran
Fiziksel Ozellikleri
Farmakodinamik Ozellikleri
Farmakokinetik Ozellikleri
Apoptoz
Genel Anesteziklerin Neden Oldugu Noroapoptoz
Ogrenme ve Bellegin Degerlendirilmesi
Ratlarin Biligsel ve Lokomotor Yetilerinin Degerlendirilmesi

Morris Su Tanki

GEREC VE YONTEM

Calisma Gruplari

Volatil Anestezik Ajan Uygulamasi

Histopatolojik Degerlendirme

Ogrenme ve Bellegin Degerlendirilmesi (Morris Su Tanki Testi)

[statistiksel Yontem

Sayfa No
i
i
il
v
\%

vi

O o0 o N N U W

| N T N T NG T N R N T S o T S = S Y
Lhnh W = O O v O H» P = O O



BULGULAR
Arter Kan Gaz1 Analizleri Sonuglari
Histopatolojik Bulgular
Morris Su Tank1 Testi Sonuglari
TARTISMA
SONUC VE ONERILER
KAYNAKLAR
EKLER
Ek 1: Etik Kurul Izin Belgesi

26
26
27
34
38
44
45
52
52



TESEKKUR:

DEUTF Anesteziyoloji ve Reanimasyon AD’ndaki uzmanlik egitimim siiresince bilgi,
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egitimimde emegi gecen, hekimligin ve anestezinin temel ilkelerini 6grendigim degerli
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Prof.Dr. Atalay ARKAN, Prof.Dr. Erol GOKEL ve Prof.Dr. Semih KUCUKGUCLU’ye,

Tezimin her asamasinda, giindiiz-gece demeden (sirkadiyen ritmini 6nemsemeden)
bliyiik emek ve vakit harcayan, sadece Anesteziyoloji ile ilgili degil her konuda destegini
esirgemeyen, hatalarimi gosterip dogrularimi dverek egitimim icin sabirla ugragan, hepimizin
agabeyi ve danisman hocam Prof.Dr. Necati GOKMEN’e ve hayatinin biiyiik bir kismimi
bizler i¢in ayirmasini hosgorii ile karsilayan degerli ailesine,

Egitimim siiresince birlikte calistigim, ailemden daha ¢ok vakit ge¢irdigim, hiiznii ve
sevinci paylagtigim tiim 6gretim tiyelerime, uzmanlarima ve egitimleri bittigi i¢in bdliimde
olmayanlar da dahil olmak {izere tiim asistan arkadaslarima; dostlarim olan tiim anestezi
teknikerlerine; merkezi ameliyathane, giindiiz hastanesi, poliklinik, yogun bakim iinitesi, agr1
servisi ve diger cerrahi boliimlerde gorev alan birlikte ¢alistigim biitlin dostlarima,

Tezimde katki ve yardimlarindan dolayr Histoloji AD’ndan Dog¢.Dr. Alper
BAGRIYANIK ve Dr. Miige KIRAY’a; Fizyoloji AD’ndan Dog¢.Dr. Atagc SONMEZ, Dr.
Emre KARSLI ve Ogr.Gor.Dr. ilkay AKSU’ya; Deneysel Hayvan Arastirmalari AD’ndan
Prof.Dr. Osman YILMAZ’a,

Uzmanlik egitimime bagladigim ilk giinlerden kendisinin egitimi bitene kadar,
Ozellikle calisma disiplini konusunda bana ¢ok emegi gecen, higbir zaman unutamayacagim
giizel anilarimiz olan, Sayin kidemlim Dr. Remzi Ozgiir OZAY’a,

Tezimin deneysel asamasinda yardimlar1 ve giizel dostluguyla hep yanimda oldugu
i¢in Dr. Ozgiir OZEL’e ve uykusuz gecelerimizde evde onu bekleyen esi Ozlem ile biricik
kiz1 Duru’ya,

Egitim siirecimde arkadasliklarryla bana destek veren ve Izmir’e alismami saglayan,
keyifli dostlarim Esref KARACA ve degerli ailesine, Inci Hanim’a ve Sefa Bey’e,

Hayatimdaki bir¢ok “ilk”’te yanimda olan ve gogunu sabirla 6greten; her tiirlii cefami
ceken; karakteri gibi kendisi de gii¢lii dostum, Ozellikle kafasina koydugu isi yapmasi
konusunda oOrnek almaya ¢alistigim, ogiitlerine 6nem verdigim ve bir¢ok konuda akil
danistigim, birlikte vakit gecirmekten zevk aldigim (kavga etsek bile), eger “baska bir isi
yoksa” yanimda olmaya c¢alistigini bildigim ve o istedigi siirece hayatimda olacak canim
arkadasim, dostum Dr. Hakan AYGUN’e; ayrica sevgi ve destekleriyle hep yanimizda olan
degerli annesi Nevin AYGUN ve degerli babas1 Bedri AYGUN’e,

Burada tanisip sonra arkadastan-kardesten de 6te tarifi miimkiin olmayan bir sekilde
baglandigimiz, o kadar ki hocalarimiz tarafindan bile karistirildigimiz ve birbirimizin ismiyle
cagrildigimiz; tezimde oldugu kadar hayatimda da biiyiik yardimlar1 olan; ic¢tigim en giizel
kahveleri yapan; destegi, sevgisi, ilgisi ve gii¢lii karakteriyle her konuda yanimda olan ve ne
olursa olsun yaninda olacagim, dostum, kardesim Dr. Icten Ezgi INCE’ye ve degerli ailesine,

Bugiine kadar benden sevgisini, destegini, sabrini esirgemeyen ve bugiinden sonra da
esirgemeyeceginden emin oldugum, vazge¢ilmezlerim, canlarim; babam, annem, ablam ve bir
tanem kardesime,

Yiirekten sevgi ve saygilarimi sunar, ¢ok tesekkiir ederim.

Dr.Duyguhan iISGUVEN
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OZET:
DESFLURAN’IN YENIDOGAN RATLARDA NOROTOKSISITESI, OGRENME VE
BELLEK UZERINE ETKiSININ ARASTIRILMASI
Duyguhan ISGUVEN, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi
Anesteziyoloji ve Reanimasyon Anabilim Dali, IZMIR

Amag¢: Bu calismanin amact desfluranin yenidogan (7 giinliik) ratlarda norotoksisitesi,

o0grenme ve bellek iizerine olasi etkisini arastirmaktir.

Yontem: 33 yenidogan rat ¢alismaya alind1 ve 4 gruba randomize edildi. Grup-1 (n:7) ve
Grup-3 (n:11): 450 mL cam kavanozlar icinde 6 saat siiresince (07:00-13:00 saatleri arasinda)
minimum alveoler konsantrasyonu (MAK) bir olacak sekilde desfluran (%6,8) verildi. Grup-2
(n:6) ve Grup-4 (n:9): 6 saat siiresince (07:00-13:00 saatleri arasinda) 6 L.dk™" oksijen verildi.
Desfluran anestezisinin sona ermesinden iki saat sonra apoptotik norodejenerasyonu saptamak
icin Grup-1 ve Grup-2°deki ratlar sakrifiye edildi, beyin dokular1 ¢ikarildi ve %10’luk
formole konuldu. Alinan kesitler rata 6zel antikaspaz-3 antikor boyasi ile boyanarak apoptotik
hiicre sayist sayildi. Grup-3 ve Grup-4’deki ratlar, standart kosullarda bakilmak {iizere
annelerinin yanina alindi ve 4. hafta sonunda Morris Su Tanki testi ile 6grenme ve bellek

testleri uygulandi.

Bulgular: Histopatolojik bulgular degerlendirildiginde 9%6,8 konsantrasyonda desfluran
uygulanan ratlarda (Grup-1); talamus paraventrikiiler niikleus, korteks ve hipokampiis CAl
bolgelerinde néroapoptoz bulgulart saptandi (p<0,05). Ogrenme ve bellek deneyleri sonuglar
degerlendirildiginde ilk dort giin uygulanan 6grenme testlerinde Grup-3 ve Grup-4 arasinda
platformu bulma siireleri benzer bulundu (p>0,05). Besinci giin uygulanan probe trial’de
hedef, komsu sag ve komsu sol kadranda kalis siiresi iki grup arasinda benzer bulundu ancak

desfluran uygulanan grubun kars1 kadranda daha uzun zaman gecirdigi saptandi (p=0,036).

Sonu¢: Yenidogan ratlara %6,8 konsantrasyonda uygulanan desfluranin nérotoksik oldugu

ancak 6grenme ve bellek fonksiyonlarini etkilemedigi saptanmastir.

Anahtar Kelimeler: Desfluran, rat, norotoksisite, 6grenme ve bellek.



SUMMARY:
THE INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF DESFLURANE ON
NEUROTOXICITY, LEARNING AND MEMORY IN NEWBORN RATS
Duyguhan Isguven, Dokuz Eylul University, Faculty of Medicine,
Department of Anesthesiology and Reanimation, IZMIR

Aim: The aim of this study is to investigate the effects of desflurane on neurotoxicity,

learning and memory in newborn (7 days old) rats.

Material and Methods: 33 newborn rats (7 days old) were included and randomized into 4
groups in the study. Group-1 (n:7) and Group-3 (n:11): Desflurane was administered at one
minimum alveolar concentration (MAC) for 6 hours (between 7 am and 1 pm) in 450 mL
glass jars. Group-2 (n:6) and Group-4 (n:9): 6 L.min"'of oxygen was administered for 6 hours
(between 7 am and 1 pm). The rats in Group-1 and Group-2 were sacrified two hours after
desflurane anesthesia’s ending to determine apoptotic neurodegeneration, brain tissues were
removed and put into 10 % formol. Excised sections were stained with rat specific
anticaspase-3 antibody dye and apoptotic cells were counted. The rats in Group-3 and Group-
4 were put near their mothers to be looked after in standardized conditions and learning and

memory tests were carried out using Morris Water Maze test at the end of the 4th week.

Results: In the evaluation of histopathological findings, neuroapoptosis evidences were
determined in thalamus paraventricular nucleus, cortex and hippocampus CA1 zones in the
rats that were administered 6,8 % concentration of desflurane (Group-1) (p<0,05). In the
evaluation of results of the learning and memory tests, platform locating times were found
similar among two groups (Group-3 and Group-4) in learning tests performed on the first four
day (p>0,05). In probe trial performed at the fifth day; target, left and right adjacent quadrant
staying times were found similar among two groups, however, it is determined that desflurane

administered group stayed for a longer time at the opposite quadrant (p=0,036).

Conclusion: It has been ascertained that the 6,8 % concentration of desflurane is neurotoxic

to the newborn rats, but does not affect learning and memory functions.

Keywords: Desflurane, rat, neurotoxicity, learning and memory



Gilinlimiizde prematiire bebeklere ve ¢ok kiigiik ¢cocuklara degisik nedenlerle yapilan
operasyonlarda genel anestezi uygulamasi siklikla kullanilmaktadir. Geng/yavru hayvan
modelleriyle yapilan deneysel calismalarda sedasyon ve anestezide kullanilan bazi ilaglarin
santral sinir sistemi (SSS) histopatolojik degisiklikleri olusturdugu ayrica 6grenme bellek
fonksiyonlarmi olumsuz etkiledigi bildirilmistir."? Pediyatrik anestezide kullanilan anestezik
ajanlarin gelismekte olan santral sinir sistemine etkileri halen en sik arastirilan konular
arasinda 6nceligini korumaktadir.'

Gelismekte olan beynin sinaptogenez sirasinda N-metil D-aspartat (NMDA) glutamat
reseptorii bloke edici veya gama amino biitirik asit (GABA,) reseptorlerini potansiyalize
edici ajanlara maruz kalmasi sonucu, yaygin apoptotik nérodejenerasyonun tetiklenebilecegi
gosterilmistir.” Halen kullamlmakta olan anestezik ilaglar, anestezik etkilerini NMDA
reseptdr blokajiyla [ketamin, azot protoksit (N,O), ksenon, kloralhidrat] veya GABA,
reseptor potansiyalizasyonuyla (benzodiyazepinler, barbitiiratlar, propofol, etomidat,
izofluran, desfluran, sevofluran, enfluran ve halotan) gosterirler.

flk kez Jevtovic-Todorovic ve ark.’min' 7 giinlik ratlarda 6 saat boyunca farkli
konsantrasyonlarda veya kombinasyonlarda N,O, izofluran ve midazolam uyguladiklari
caligmalarinda, tek basmma N,;O veya midazolam wuygulamalarinin  apoptotik
norodejenerasyona neden olmadigini, izofluranin ise tek basma (% 0.75, 1 veya 1.5)
konsantrasyon bagimli nérodejenerasyona neden oldugunu saptamislardir. Ayni ¢aligmada,
midazolamin toksik olmayan dozunu (9 mgkg') takiben izofluran minimal toksik
konsantrasyonda (% 0.75) 6 saat uygulandiginda, apoptotik nérodejenerasyonda tek basina
izofluran uygulamasina gore belirgin artis yaptigini bildirmislerdir. Ayrica yeni dogan ratlarin
ogrenme ve bellek fonksiyonlarinda anlamli azalma oldugunu da gostermislerdir.

Giliniimiizde ise bir¢ok arastirma grubunun yaptigir calismalarda subanestezik dozda
kullanilan ketamin3, midazolam® , propofol4, izoﬂorans’é, sevofluran’ ve kloral hidratin® yavru
kemirgen beyinlerinde noroapopitozu tetikledigi bildirilmistir. Stratmann ve ark.” neonatal
donemde izofluran wuygulanan ratlarda kalict norokognitif bozukluk saptandigini
bildirmislerdir.

Desfluran ve izofluran eter molekiiliinden sentezlenmistir. izofluran molekiiliiniin 2.

karbonunda bulunan klor (CI") iyonu yerine desfluran molekiiliinde hidrojen (H") iyonu



bulunmaktadir. Bu nedenle desfluran ve izofluranin sistemlere olan etkileri birbirine
benzemektedir.'”

Inhalasyon ajanlarinin neden oldugu hiicre zedelenmesinin mekanizmas1 agik
olmamakla beraber kalsiyum disregiilasyonu suglanmaktadir. Sevofluran ve desfluranin,
izoflurana oranla intraselliiler kalsiyumu ¢ok daha az etkileyerek daha az apoptoz olusumuna
neden oldugu bildirilmektedir.'" Inhalasyon ajanlarina kisa siire maruziyet, subletal strese
onkosullanma ile noroproteksiyon saglarken, uzamis maruziyetler direkt sitotoksik etki ile
apoptozise bagli hiicre hasarim artirmaktadir. '

Literatiirde desfluranin ve sevofluranin néronlart koruyucu o6zelliginin oldugunu
bildiren yaym vardir."> Neonatal rat korteksi kaynakli néronal hiicre kiltiirlerinin kullanildig
in vitro yapilan ¢alismada desfluran veya sevofluran uygulanmasi sonrasi kiiltiirlere 30, 60 ve
90 dakika oksijen (O;) ve glukoz yoksunlugu uygulanmistir. Bu donemde de desfluran ve
sevofluran verilmeye devam edilmistir. Uygulamadan 48 saat sonra Terminal
deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP Nick End Labeling assay (TUNEL) ve
Deoksiriboniikleik asit (DNA) jel elektroforezi ile hiicreler calisilmistir. 30, 60 ve 90
dakikalik yoksunluk dénemlerinde desfluran ve sevofluranin ndronal hiicre 6liimiinii belirgin
olarak (yaklasik olarak %98) azalttig bildirilmistir."

8 aylik ratlarla yapilan in vivo c¢aligmada, ratlar 30 giin boyunca her giin 09:00-13:00
arasinda 30 dakika subanestezik dozda (1/10 MAK) inhalasyon ajanlara (halotan % 0.1,
sevofluran %0.3 ve desfluran % 0.6) maruz birakilmis ve deney sonunda deneklere davranis,
o0grenme ve bellek testleri uygulanmistir. Sonug¢ olarak subanestezik konsantrasyonlarda
halotan, sevofluran ve desflurana 30 gilinlilk maruziyetin; merak ve arama davraniginda
azalma, anksiyetede artma, 6grenme ve bellek fonksiyonlarinda bozulma ile iliskili oldugu
saptanmig, Ogrenme ve bellekteki bozulma desfluran uygulanan ratlarda daha fazla

bulunmustur.'



Bu caligsmada, desfluranin yenidogan (7 giinliik) ratlarda norotoksisitesi, 6grenme ve

bellek iizerine etkisinin aragtirilmasi amaglanmustir.



GENEL BiLGILER:

Genel anestezi, gecici biling kayb: ve reflekslerde azalma ile karakterizedir. Bu durum,
genel anestezik etkili ilaglarin SSS°nde yaptigi, kortikal ve psisik merkezlerden baslayip,
bazal gangliyonlar, serebellum, medulla spinalis ve mediiller merkezler sirasini izleyen inici
bir depresyonun sonucudur.

Gilinlimiizde prematiire bebeklere ve ¢ok kiigiik ¢cocuklara degisik nedenlerle yapilan
operasyonlarda  genel anestezi uygulamasi  siklikla  kullanilmaktadir.  Anestezi
uygulamalarinda kullanilan ajanlarin insanlar iizerindeki ¢ogu etkileri bilinmekle birlikte, bu
ajanlarm neden oldugu farkli etkiler siirekli olarak arastirilmaktadir.' Pediyatrik anestezide
kullanilan anestezik ajanlarin gelismekte olan SSS’ne etkileri halen en sik arastirilan konular
arasinda onceligini korumaktadir. Degisik nedenlerle anestezi almak zorunda kalan pediyatrik
yas grubunda, inhalasyon ajanlarinin ¢ocugun beyin gelisimi, 6grenme ve bellek fonksiyonlari
tizerine etkileri heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Anestezik ajanlarin gelismekte olan
SSS {izerindeki etkilerini bilmek, pediyatrik anestezi uygulamalarinda biiyiik yarar
saglayacaktir.

Genel Anesteziklerin Santral Sinir Sisteminde Etki Mekanizmalari

Ratlarla yapilan ¢alismalarda anestezik ajanlarin rat beyninde (Sekil-1) ve ozellikle

1.2,15,16,17 .
=220 Bunun nedeni,

hipokampiis bolgesinde yaptig1 degisikler sik olarak arastirilmistir.
hipokampiis bolgesinin SSS’de anestezik ajanlarin sinaptik transmisyon iizerine etkilerinin en

iyi gosterilebildigi bolge olmasidir.

Serebral korteks

Serebral korteks

— Serebellum

Olfaktér

gikinti Talamus

Hipotalamus Ortabeyin

Olfaktér
cikinti

Hipotalamus Orta beyin Serebellum

Sekil-1. insan (solda) ve rat (sagda) beyninin midsagital kesitleri."”



Hipokampiis afferent ve efferent yapilar, norotransmiterler ve bircok katmandan
meydana gelen (gyrus dentatus, hipokampiis, fimbria hippocampi) limbik bir yapidir. Ayrica
anestezik ajanlarin ana hedef bélgelerindendir."

Hipokampiiste, interndronlar i¢inde GABA ve onun sentezleyici enzimleri bulunur. Bu
noronlar eksitator sinaptik akimlarin ve piramidal hiicre desarjinin inhibisyonunu saglar.'®
GABAerjik internéronlar tiim ndron popiilasyonunun %10’unu olusturur. GABAerjik
interndronlar hipokampiis ve diger kortikal bolgelerdeki ndronal aktivitenin uyarilabilirliginde

ve senkronizasyonunda 6nemli rol oynamaktadir.'®"®

Bununla birlikte global ve lokal beyin
fonksiyonlarinda rol oynayan inhibitor interndronlar iizerine anestezik ajanlarin hiicresel ve
molekiiler diizeyde etkilesimleri heniiz tam olarak bilinmemektedir.'®

Kullanilan genel anesteziklerin etkileri memeli SSS’de iki farkli mekanizma ile
olusmaktadir:""?

1. GABAA reseptorleri yoluyla inhibisyonda artis (benzodiyazepinler, barbitiiratlar,
propofol, etomidat, izofluran, enfluran, halotan ve desfluran)
2. NMDA reseptorlerinin uyarilabilirliginde azalma (ketamin, N, O, ksenon)

Volatil anestezik ajanlar memeli SSS’nde noronal aktiviteyi deprese eder ve GABA
reseptor-iyon kanal kompleksinden CI° akimimin inhibisyonunu arttirirlar.  Ayrica
konsantrasyona bagimli sekilde, spontan olarak, neokortikal néronlarin aksiyon potansiyel
ateslemelerini deprese ederler."”

Volatil anesteziklerin sinaptik GABA 4 reseptorleri lizerinde;

1. Decay Phase’ da uzama
2. Inhibitdr postsinaptik akim’larin (IPSA) pik amplitiidiinde azalma
3. Glutamat salmmuni inhibe etme gibi 6zellikleri bulunmaktadir.'®

Bir¢cok c¢aligmada anesteziklerin, ndron kiiltiirlerinde GABAa reseptorleriyle ilgili
sinaptik akimlar1 ve in vivo olarak cornu ammonis 1’deki (CAl) piramidal hiicrelerde ve
beyin kesitlerinde Decay Phase’t uzattigi bulunmustur.'® Inhibitér akimlarin bu sekilde
uzamasi sinaptik inhibisyonun kuvvetlenmesi ve SSS’nin anesteziklere bagli depresyonunun

artmasi ile sonuglanir. Literatlirde, genel anesteziklerin hipokampiisteki etkilerinin, inhibitor

o . . - . . e 1
néronlar {izerinden oldugu gosterilmistir.'®



DESFLURAN

Izofluran ve diger halojenli eter anestezikler gibi desfluran da (CHF,-O-CF3) eter tiirevi
inhalasyon ajanlarindandir (Sekil-2). Hizli ve tolere edilebilir anestezi indiiksiyonu ve
anesteziden uyanma, anestezi derinliginin hizli ilerlemesi, uygun kas gevsetici ozellik,
toksisite olusturucu doz ile farmakolojik etki olusturan konsantrasyon arasindaki araligin
genis olmasi, toksik etkilerin ve diger yan etkilerinin olmamasi nedeniyle klinik kullanimda

giderek yayginlasmaya baslamistir.”
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Sekil 2. Desfluramin kimyasal yapis®

Fiziksel Ozellikleri

Kaynama noktast 23,5°C olan desfluranin molekiil agirhigi 168.4, 6zgil agirligt ise
1.465’tir. Diger inhalasyon ajanlar ile karsilastirildiginda yag/gaz (18,7), kan/gaz (0,42) veya
kan/beyin (1,3) partisyon katsayilarinin da gdsterdigi gibi diisiik lipid soliibilitesine sahiptir.
Diisiik lipid soliibilitesi diisiik anestezik potensini gosterir. Desfluran izoflurandan 5.2,
halotandan ise 8.1 kez daha diisiik potense sahiptir. *°

Desfluranin MAK’1 artan yas ile birlikte azaldigi gibi, N,O, fentanil, klonidin veya
midazolam kullanim ile birlikte azalir.?**!

Desfluran kuru soda lime i¢inde izoflurana oranla 0°C’de % 54 ve 40°C’de ise % 23
oraninda daha az yikilmaktadir. Desfluran diger inhalasyon anestezikleri ile
karsilastirildiginda, kaucuk ve plastikten yapilmis solunum devreleri i¢inde daha az
¢oziilmektedir.”> Yiizde 15 oraninda su iceren nemli sodalime icinde 60°C ve altinda
yikilmaya dayanikli iken, 80°C her saat % 0.45 oraninda olmak iizere yavas yavas yikilir. Bu
bakimdan izofluran ve halotandan iistiindiir.*

Desfluran ve izofluranin kimyasal olarak yikimi sonucunda zararsiz bir {iriin olan
triflurometan ortaya cikar. Desfluran, izofluran ve enfluranin yikimi kuru sodalime ve
baralime i¢inde de meydana gelir. Bu durum karbonmonoksid olusumu ile sonuglanir.

Bununla birlikte, karbonmonoksidin bu tiirlii olusumu % 4,8 veya daha fazla su igeren




sodalime kullanimi ile veya % 9.7 veya daha fazla su iceren baralime kullanimi ile
onlenebilir.”

Farmakodinamik Ozellikleri

Desfluran kardiovaskiiler, néoromuskuler, respiratuvar ve SSS’ni de igeren farkli viicut
sistemlerini etkiler. Desfluran, izofluran ve digerleri gibi doza bagimli bir sekilde bu
sistemleri deprese eder.”’

Beyin Uzerine Etkileri: inhalasyon yolu ile kullanilan genel anestezikleri, serebral
metabolizma hizi, serebral kan akimi ve intrakraniyal basing lizerine olan etkileri bakimindan
degerlendirmek gerekir.**

Diger inhalasyon anestezikler gibi desfluran da serebral damarlar1 direkt olarak
genisleterek normotansiyon ve normokarbide serebral kan akimini ve intrakraniyal basinci
artirtr. Desfluran ile olusturulan hipotansiyon sirasinda metabolik gereksinimler i¢in yeterli
perfiizyon saglanir. Elektroensefalografi (EEG) iizerindeki etkileri izofluran ile benzerdir.
Desfluran kullanimu ile olusan epileptik aktivite rapor edilmemistir.”

Smith ve arkadaslar®® gocuklarda noroanestezide izofluran, propofol ve desfluram
karsilagtirmiglar, izoflurandan desflurana gecildiginde serebral kan akiminin (orta serebral
arter kanlanmasimi transkraniyal doppler ile olgerek) degismedigini fakat propofolden
desflurana gegctiklerinde serebral kan akiminin % 35 oraninda arttigini goérmiisler ve
cocuklarda noroanestezide desflurani potent bir vazodilator olmast nedeni ile
Oonermemislerdir.

Ting ve arkadaslari®’

skolyoz cerrahisi i¢in yapilan wake-up testi sirasinda 90’1n
tizerindeki Bispektral indeks (BIS) degerlerini uyaniklik olarak kabul etmis; desfluran
grubundaki hastalarin bu degerlerde tepki verdigini ancak propofol-fentanil grubunda bu
yiiksek BIS degerlerine ragmen hastalarin uyanip tepki vermeleri icin 3.3+1.2 dk kadar bir
siire (latent period) gegcmesi gerektigini belirtmigler; wake-up testi sirasinda hatirlamanin
propofol-fentanil grubunda % 25 oraninda oldugunu, desfluran grubunda ise hi¢bir hastanin
hatirlamadigin tespit etmislerdir.

Kardiyovaskiiler Sistem Uzerine Etkileri: Desfluranin insanda kontrollii ventilasyon
sirasinda 0.83 ile 1.66 MAK arasindaki degerleri kardiyovaskiiler fonksiyon ve miyokardiyal

kontraksiyon {izerinde doza bagli depresyon olusturur. Santral vendz basingta ve kalp atim

hizinda doza bagh artis; sistemik vaskiiler direng, art yiik, atim hacmi ve ortalama arteryel



basingta diisme gozlenir. Sol ventrikiil atim hacminin azalmasina ragmen kalp debisi sabit
tutulur.?®

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

e Arteriyel kandaki parsiyel karbondioksit basincinin (PaCO,) artmasi,
e Karbondioksit (CO;)’e olan ventilasyon cevabinda azalma,

e Iintrapulmoner sant oraninin artmasi,

e Olii bosluk hacminin tidal voliime olan oranimin artmas1.”

Farmakokinetik Ozellikleri

Viicuda Almim: Desfluranin kan ve diger dokularda diisiik oranda ¢o6ziinebilme
ozelligi, hizli eliminasyon ve uptake ile birlikte inspire edilen gaz ve doku parsiyel
basin¢larinin hizli esitlenmesine neden olur. Sonugta farkli cerrahi uyarilarda anestezinin
derinligi kolayca ayarlanabilir.”

Eliminasyon: Desfluranin pulmoner klirensi (4.11 L.dk')’dir. Bu deger, halotan ve
izofluran ile benzerdir. Desfluranin total viicut klirensi (4.6 L.dk™"), izoflurandan (4.0 L.dk™)
ve halotandan (3.94 L.dk™") daha biiyiiktiir. Desfluranin ciltten kaybr total anestezik aliniminin
% 16’s1dir. Bu halotan i¢in % 0.23, izofluran i¢in % 0.2’dir. Total olarak desfluranin % 0.2—
0.4°ii visseral plevra ve periton yoluyla kaybedilir.*

Metabolizma: Desfluranin metabolizmasi ihmal edilebilir diizeydedir ve izofluranin %
10’u kadardir. Desfluran anestezisini takiben serum ve idrar inorganik floriir diizeyleri
genellikle degismez.>’

Uygulama:

Desfluranin 20°C’de 664 mmHg olan buharlagsma basinci diger inhalasyon ajanlari ile
kiyaslandiginda, elektrik ile 1sitilan vaporizatorlerin 6zel olarak diizenlenmesini gerekli kilar

(Ohmeda Tec 6™ vaporizatérler).?’

APOPTOZ

Apoptoz; programli hiicre 6liimii, normal doku veya organ homeostazinda enerji
bagimli bir islem olarak ilk kez 1972 yilinda tanimlanmustir.” Hiicre proliferasyonu ve hiicre
6limii normal dokularda denge halindedir. Yetiskin dokularinda bu denge hali doku hacminin

devamliligin1 saglar. Hiicre 6limii embriyoda organogenez sirasinda ve yetiskinlerde hiicre
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devri ve diferansiyasyonu sirasinda fizyolojik olarak gerceklesirken, ¢esitli hasarlanmalara
yanit seklinde patolojik islem olarak da gerceklesir.™

Apoptoz organize, enerji bagimli bir olaydir ve membran fragmanlari i¢cinde hiicrenin
pargalanmasiyla karakterizedir. Beyin gelisiminde 6nemli bir rol oynar. Gelisen beyinde
hiicrelerin %50’si apoptoz sonucu 6liir. Immatiir hiicreler matiir hiicrelere gore apoptoze daha
duyarhdir.®!

Apoptoz ve nekroz farkli morfolojik ve biyokimyasal kriterleri igerir. Apoptozda
organize kromatin kondensasyonu ve plazma membran biitiinliigli varken, nekrozda sitolizis
ve doku inflamasyonu vardir. Bir¢ok ¢alismada apoptozun periferik ve santral SS’nde 6nemli
bir rol oynadig1 ve fizyolojik, gelisimsel ve patolojik hiicre 6liimiinii diizenledigi gorilmiistiir.
Morfolojik olarak apoptoz niikleer kromatinin pargalanmasi, sitoplazma ve ¢ekirdegin
kondenzasyonu ve DNA fragmentasyonuyla; nekroz ise hiicrenin sismesi, endoplazmik
retikulumun dilatasyonu, mitokondrinin bozulmasi ve plazma membraninin riiptiiri ile
karakterizedir.’! Apoptoz sonrasi, hiicre yiizey membram balonlasir ve sferik apoptotik
sekiller ortaya ¢ikar.> Apoptozda en onemli degisiklik hiicre niikleusunda gerceklesir;
organeller ve membran saglamdir.*

Santral sinir sistemi gelisimi sirasinda sinaptogenez evresinin herhangi bir agamasinda
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 gegici
degisiklikler bile, gelisen milyonlarca beyin hiicresinde, apoptotik dejenerasyonu
tetikleyebilir.”

Immatiir memeli beyninde noronal apoptoz, sinaptogenez periyodunda NMDA
reseptorlerinin gegici blokajiyla veya GABA 4 reseptdrlerinin asirt uyarimiyla tetiklenebilir.”

Genel Anesteziklerin Neden Oldugu Noroapoptoz

Norotrofinler, nerve growth factor (NGF), brain-derived neurotrophic factor (BDNF),
norotrofik faktér (NTF)-3 ve NTF4/5’1 igeren bir biliylime faktorii ailesidir ve noronal
sagkalimi, diferansiyasyonu ve sinaptik plastisitenin bazi formlarin1 destekleyerek memeli

beyninde sinaptogenezde &nemli bir rol oynarlar.”

Norotrofinlerin farkli biyolojik
fonksiyonlarin1 diizenleyen sinyal ileti sistemleri iki farkli plazma membran reseptorii
lizerinden gergeklesir: Tropomiyozin reseptér kinaz (Trk) reseptorleri ve p75 ndrotrofik

reseptorii (p75™ V). Giincel veriler p75™ '~ nin temel fizyolojik fonksiyonlarmm Trk reseptor

11



aktivasyonunu ve sinyalizasyonu kontrol etmek ve ayrica Trk-bagimsiz sinyal transdiiksiyon
kaskadini aktive etmektir.’* Tropomiyozin reseptdr kinaz bagimli ve bagimsiz kaskadlar
noronlarin major sagkalim yolaginda temel faktor olan serin/treonin kinaz (STK) in
aktivasyonunu (fosforilasyonunu) diizenler.”

Norotrofinler noronlar tarafindan sentezlenir ve salmirlar; biyosentezleri ve
sekresyonlar1 ndronal aktiviteye bagimlidir’* Noronal aktivitenin asiri baskilanmasi
nérotrofinlerce regiile edilen sagkalim saglayan sinyalleri bozabilir.*® Ilging olarak aktive olan
nérotrofinle indiiklenen hiicre sinyal sistemine gore apoptoz engellenir veya tetiklenir.*®

Noronal depresyonu indiikleyen farmakolojik ajanlarin 6nde gelen 6rnegi olan genel
anesteziklerle ilgili giincel calismalarda GABAerjik anesteziklerden barbitiiratlarin,
benzodiyazepinlerin, volatil anesteziklerin (6rn.izofluran) veya NMDA antagonisti ketaminin,
klinige uygun dozlarinin, immatiir rat beyninde sinaptogenez sirasinda, masif ve yaygin
apoptotik noérodejenerasyonu tetikleyebilecegi gosterilmistir."®>’ Ciddi olarak etkilenmis
beyin bdlgelerinin ultrastriiktiirel analizinde gelismekte olan noronlardaki niikleer ve
sitoplazmik degisiklikler “fizyolojik” hiicre Sliimiinde tanimlananlarla benzerdir.*® Ancak
genel anesteziklerin normal sinaptogenezi bozdugu ve c¢ok sayida noronun Sliimiine neden
oldugu bulunmustur.*®

Calismalar, anesteziyle indiiklenen noroapoptozun erken donemdeki altta yatan
mekanizmalarii agiklamaya g¢aligsa da giincel veriler iki temel apoptotik yolagin [intrensek
(mitokondriyal) ve ekstrensek (O0liim reseptorii) yolaklar] dnemli bir rol oynadigini ve
mitokondri bagimli yolagin anestezi maruziyetinin erken doneminde aktive olurken 6lim
reseptorii bagimli yolagin daha ge¢ dénemde aktive oldugunu géstermistir.*”=’

Sik  kullanilan genel anesteziklerin ndrotrofinlerin  fonksiyonlarini  degistirip
degistiremedigi ve anesteziyle indiiklenen gelisimsel néroapoptoza ndrotrofinlerin aracilik
edip etmedigi arastiran Lu ve ark.”® genel anesteziklerin, gelismekte olan beyinde bolca
bulunan iyi tanimlanmis bir nérotrofik faktdr olan BDNF iizerindeki modiilator rolii tizerinde
calismislardir. Bu ¢alismada, arastirmacilar immatiir beyinde ciddi apoptotik
ndrodejenerasyon ve yasamin kalaninda belirgin uzun dénemli 6grenme/bellek bozuklugunu
indiikledigi gosterilen midazolam, izofluran ve N20’1 igeren klinikle uyumlu anestezi kokteyli
kullanmiglardir. Bu ¢alismayla gelismekte olan immatiir rat beynindeki klinikte kullanilan
anesteziklerin indiikledigi noroapoptotik hasarin, en azindan kismen, BDNF aracili apoptotik

kaskad {iizerinden diizenlendigine dair kanitlar ilk kez sunulmustur. Bu veriler temel

12



alindiginda anestezi iki mekanizma ile norotrofin-aracili apoptotik yolaklar1 aktive eder: hem
Trk-bagimli hem de Trk- bagimsiz, p75™ "-bagimli apoptotik kaskadlar1 aktive eder ve her bir
yolagin 6nemi beynin belirli bolgelerine spesifiktir.”*(Sekil-3)

Kaspazlar (caspase;  cysteine-containing aspartate specific protease)  aktif
merkezlerinde sistein igeren ve sitoplazmada inaktif halde bulunan enzimlerdir. Bilinen 14
adet kaspaz mevcuttur. Kaspaz 2, 8, 9, 10 baslatic1 ve 3, 6, 7 ise efektor kaspazlar olarak
bilinmektedir.***' Sitokrom c¢’nin sitoplazmaya saliverilmesi ve prokaspaz 9’u uyarmast ile
apoptoz baslar.*’ Bu enzimler, 6zgiin aspartik asit kalintilarindan sonra belirli proteinleri
parcalar ve bu parcalanma sonucunda digerleri de aktive olarak proteolitik bir siireci baglatir.
Baslatici1  kaspazlar apoptotik uyariyla baslayan o6liim sinyallerini efektor kaspazlara
naklederler. Efektor kaspazlar ise ilgili proteinleri parcalayarak apoptotik hiicre morfolojisinin
meydana gelmesine neden olurlar.*” Kaspazlarin baskilanmas ile apoptozun onlenecegi ve

hipoksik iskemik beyin hasarinin azaltilabilecegi diisiiniilmektedir.

TALAMUS KORTEKS

[ 1y
\ Trk B / / \ s

ma \ \
s ]

U ("//

.
fﬁ:aﬂpazf aktivitesi {+:|
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anestezi etkisi

Sekil-3. Talamus ve serebral kortekste apoptotik yolaklara anestezinin etkisi.*®
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Anestezi, talamusta aktive kaspaz-9 ve 3 {in aktivasyonuyla sonuglanan BDNF protein

NTR
5

ve STK aktivitesinde azalmaya (P7 ve seramid diizeylerini etkilemeksizin) neden olur.

Serebral kortekste ise olasilikla TrkB sinyal yolagi aktivasyonuna, Trk-bagimsiz P75N™
bagiml kaskadin aktivasyonuyla artmis seramid tiretimine neden olur. TrkB sinyal yolaginin
agir basmasi sonucu STK aktivitesi diiserken kaspaz-9 ve -3 aktiviteleri artar ve BDNF

diizeylerinde artmaya neden olur.”® (Sekil-3)

OGRENME VE BELLEGIN DEGERLENDIRILMESI

Davranigsal siire¢ ve mekanizmalarin arastirilmasi, sadece hayvan ve insan beyninin
nasil calistiginin anlasilmast i¢in degil, ayn1 zamanda insandaki davranig bozukluklarina
¢Ozlim getirilmesi acisindan da ¢ok dnemlidir. Karsilastirmali nérobiyolojik ¢alismalar farkli
memeli gruplarinda beynin temel morfolojik ve islevsel yapilarinin ¢ok benzer oldugunu
gostermektedir. Ayn1 zamanda davranis seviyesinde de yakin benzerlikler bulunmaktadir. Bu
nedenle hayvan ¢alismalarindan elde edilen birgok bilgi insanlar icin de gecerlidir.*

Laboratuvar ortaminda yapilan nérobiyolojik ve davranigsal ¢alismalarda en yaygin
kullanilan deney hayvami rat ve maymundur. Diinyada ¢ok az arastirma merkezinde
maymunlar denek olarak kullanilmaktadir. Ratlarin iiretim ve bakimi oldukc¢a kolay ve
ekonomik oldugu i¢in gliniimiizde bilimsel aragtirmalarda en ¢ok kullanilan hayvandir.

Ratlarin Bilissel ve Lokomotor Yetilerinin Degerlendirilmesi

Ratlarin bilissel ve lokomotor yetilerinin degerlendirilmesinde bugiine dek tanimlanmig
pek cok hayvan davranis deneyi (HDD) modeli mevcuttur. HDD’leri ile ratlarda anksiyete,
otonom fonksiyonlar, 6grenme, hafiza ve lokomotor aktivite gibi pek ¢ok Ozelligin
degerlendirilmesi yapilmaktadir. Bilimsel yeterlilik 6l¢iitlerinin tiimiine ayn1 anda sahip olan
bir HDD modeli yoktur ve bu modellerin ¢ogu %100 kesinlikte sonu¢ saglayamamaktadir.
Ancak bilimsel teknolojideki geligsmelerle birlikte HDD’leri giderek daha ideal olgiitlerde
yapilabilmektedir.

Davranis deneylerinin ratlarin ¢evresel (néromotor) gelisimin tamamlandigi 80-85.
giinlerden sonra yapilmasi 6nerilmektedir.*’ Ancak ratlarin dogumu takiben kag haftalik
oldugu belirtilen ya da belirtilmeyen pek ¢ok calismada, deneylerin ortalama 180-400 gr
agirhgindaki eriskin erkek ratlarla yapildigi bildirilmistir.*** Bu deneylerde ratlarm
cinsiyetlerine gdre farkli davranislar sergiledigi tespit edilmistir. Ozellikle uzaysal (spasyal)

O0grenmenin degerlendirilmesinde erkek cinsiyetin daha uygun oldugu saptanmistir. Bu
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durumun hormonal farklilik ve hipokampiis gelisimdeki farktan kaynaklandigi ileri
stirlilmiistiir. Son yillarda yapilan pek cok calismada bu nedenle erkek rat kullanilmugtir.***

Tiim HDD’lerin 23 + 1°C oda sicakliginda, 12 saatlik gece-giindiiz ritminin saglandig
bir odada ses, 151k, sicaklik ve bekleme kosullarinin standardize edildigi ortamlarda yapilmasi
onerilmektedir. Bu standardizasyonun saglanabilmesi i¢in tiim hayvan gruplarinin deney
alanina deney giiniinden birkag giin O6nce getirilmesi, deneylere baslanmadan 6nce tek tek
bekleme kaplarina konmasinin gerekliligi belirtilmektedir. Deney hayvanlarinin tiimiiniin
daha once dogum yapmis, bir gebelikte birbirine yakin sayida yavru doguran annelerin
yavrularindan se¢ilmesi, dogumdan sonra ayni gilinde siitten kesilerek anneden ayrilmasi,
anneden ayrilan ratlarin her kafeste esit sayida olacak sekilde barindirilmasi, standart yem ile
beslenmesi gibi temel kosullarin saglanmasi onerilmektedir. Burada amag ratlarin davranis
deneylerinin yapilacag: tarihte birbirine yakin agirlikta olmalarinin, néromotor gelisiminin
esit diizeyde olmasinin saglanmasidir. Ayrica daha 6nce yavru dogurmus, yavrularina zarar
vermedigi bilinen annelerin yavrularinin se¢ilmesi ile deneye alinacak ratlarin anne tarafindan
reddedilme ya da yenmesini dnleme amaglanmaktadir. Ratlarin her zaman ayni arastirmaci
tarafindan, ayni yontemle diizeneklere konmasi, arastirmacinin odada her zaman ayni yerde
durmasi, ayni renk kiyafet giymesi ve hatta parfiimiinii bile deneyler siiresince degistirmemesi
onerilmektedir.”’

Yayinlar degerlendirildiginde ratlarda biligsel ve motor yetilerin degerlendirilmesi
amaciyla kullanilan pek ¢ok farkli deney diizenegi oldugu gériilmektedir (Tablo-1).**

Anksiyete, korku, tekrarlayan uygulamalarla 6grenme ve kisa hafiza
degerlendirilmesinin art1 labirent deneyi ile dogumdan sonraki altinci haftada ve iki-li¢ giin
siireyle yapilmasi 6nerilmektedir.*® Ratlarin duygusal durumunu, sedasyonunu, lokomotor
aktivitesini 0lgmede ag¢ik alanin kullanilmasi ve calismanin dogumu takiben 10. haftada
yapilmasi Onerilmektedir. Prof. Dr. Richard Morris tarafindan tanimlandigindan bu yana
kemirgenlerin 6grenme ve hafiza ¢alismalarinda sik¢a kullanilan Morris Su Tanki1 (MST)
diizenegi ile dogumdan sonraki 12. haftada bes giin siireyle uzak hafizanin (reference
memory), 14. haftada ise dort giin siireyle yakin hafizanin (working memory) degerlendirmesi

onerilmektedir. ****
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Tablo-1. Hayvan Deneylerinde Kullanilan Davranis Testleri

1. Pasif Kaginma Testi
2. Aktif kacinma ve ka¢cma testleri
3. Mekansal bellek testleri
a. Labirentler
1.T-Labirenti ve Y-Labirenti
i1. Yikseltilmis radyal labirent
iii.Barnes Labirenti
iv.Morris Su Tank1
v.Donen Arena
vi.Olay (Event) Arena

4. Ornege gecikmeli eslestirme/eslestirmeme testi

Morris Su Tanki

Rat ve fare gibi kii¢iik kemirgenlerde hipokampusa bagli mekansal 6grenme bellek
arastirmalart i¢in bugilinlerde ¢ok yaygin olarak kullanilan su tanki, 1982 yilinda Morris ve
arkadaslar tarafindan tasarlanmustir.*” MST deneyleri ile uzak hafiza, yakin hafiza ve
6grenme degerlendirilebilir.****

Morris su tanki (Morris water maze) yaklasik 60 cm (35-90 cm) yiikseklikte ve 117 —
210 cm ¢apinda dairesel bir tanktir (Sekil-4).%

Bu tank 45 cm yiikseklige kadar 1lik matlastirilmig su ile doldurulmustur. MST deneyi
sirasinda oda sicakliginin 23 + 1°C ve su sicakliginin ise 21°C ile 26°C araliginda olabilecegi
pek cok yaymnda bildirilmistir.***” Rat veya farenin havuzda takip edilmesi genellikle
otomatik olarak bilgisayar destekli video kamera ile yapilir. Tank sanal olarak dérde boliiniir
ve boliinen 4 parcadan birinin ortasina, su seviyesinin 2 cm altinda 10 cm X 10 cm boyutunda
seffaf pleksiglastan yapilmis gizli bir platform yerlestirilir. Tank, degisik ve sabit gorsel
isaretlerle donatilmis genis bir odada bulunmaktadir. Deneyleri yapan kisinin bu sabit
cevrenin bir parcast oldugu varsayildigi i¢in deneyler sirasinda hep ayni pozisyonu almasi
beklenir. Bazi aragtirmacilar deneylerin birinci gilininde dis uyaranlart izole etmek icin su
tanklarini perde ile gevirirler ve hayvanlart suya alistirmak ve platforma ¢ikmay1 6gretmek

amaciyla, platforma yakin bir mesafede onlar1 suya birakip gerekirse platforma dogru yavasca
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yoneltirler. Gittikce bu mesafe uzatilmalidir. Bunu takip eden esas egitim sirasinda
platformun yeri alistirma egitimindeki platform yerinden farklidir. Esas egitim giinde 4
deneme ile 4 — 6 giin siirer. Giinlik 4 denemede ratlar ytizleri havuzun duvarina bakacak
sekilde havuzun ¢evresinde rastgele secilmis 4 farkli ama tiim denekler i¢in ayni1 noktalardan
havuza birakilir. Hayvan suya birakildiktan sonra platformu bulana kadar veya 60 sn suda
kalir. Ratlar su tankina her atildiginda, ylizmelerine izin verilen siireler esit tutulmakta olup,
bu siire ¢esitli arastirmalarda 30 ile 180 sn arasinda degismektedir.so Platforma c¢iktiktan sonra

50,51
~ arasinda

yiikselti iizerinde bekletilme siireleri 10 — 15 sn olup, 3 saniye™ ile 30 saniye
degismektedir. Genellikle gruptaki tiim ratlar1 1. denemeden gegirildikten sonra 2. deneme
baslatilir ve boylece deneme arasi siireler biraz uzar. Seyrek egitim yogun egitime nazaran
daha basarilidir. Ancak farkli caligmalarda deneme arasi siireler ¢ok farklilik gosterebilmekte,

bu siire saniyelerle dakikalar arasinda degisebilmektedir.

|

Sekil-4: Morris Su Tanki.
Gegmiste bu testte hayvanlarin basarisi platforma ulagma siiresi ile degerlendirilmekte
ve bu siire kronometre ile degerlendirilmekteydi. Ancak bu 6l¢iim hayvanin ylizme hizina
baglidir. Bu da hayvanlar arasinda degisebilmektedir. Giiniimiizde hayvanlarin performansi

genellikle video kamera ve goriintii analizi yapan bilgisayar sistemi ile degerlendirilmektedir.
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Kaydedilen degerler arasinda, hayvanlarin yiizerken izledikleri yol, birakildigi noktadan
platforma ulasincaya kadar gecen siire, birakildig1 noktadan platforma yiiziiliinceye kadar
mesafe, sanal 4 kadranda harcadigi siire ve yiizme hizi bulunmaktadir. 150 cm ¢ap1 olan
standart bir su labirentinde egitimin dordiincii giiniinde normal geng ratlarin platformu bulma
siiresi 15 sn’ye inmektedir.”

Ogrenmenin derecesini 6lgmek icin egitimin bitiminde kaldirilmis platform ile yapilan
yer tercihi testi uygulanmaktadir (probe trial). Bu test genellikle 6grenme egitiminden bir giin
sonra yapilir ancak bu siire daha da uzun olabilir. Daha uzun siireden sonra yapilan yer tercihi
testi, ayn1 zamanda bilgileri bellekte tutma testi olacaktir (memory retention test). Bu testte
hayvanin 60 sn i¢inde daha dnce platformun bulundugu bélgede diger bolgelere nazaran ne
kadar yiizdiigii kaydedilmektedir. Platformun yerini iyi Ogrenmis bir rat veya fareden
harcadig1 zamanin/yolun en az %35’ini platform bolgesinde gecirmesi beklenmektedir.

Davranig deneylerinde veri kayitlari, bilgisayar programlart araciligiyla veya

kronomotre kullanarak ratlarin gdzle takibi yoluyla yapilabilmektedir.*®
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GEREC VE YONTEM:

Calisma, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
onayt alindiktan sonra (EK-1), anestezi uygulamasi Multidisipliner Deney Hayvanlari
Laboratuvari’nda, histopatolojik degerlendirme Histoloji Anabilim Dali’nda, 6grenme ve
bellek testleri Fizyoloji Laboratuvari’nda yapildi. Calismaya postnatal 7. giinde olan (Resim-
1), Wistar cinsi, agirliklar1 9-11 gr arasinda degisen, 33 adet yavru rat alindi. Annelerinin
yavru ratlar1 emzirdikleri g6z oniine alinarak, kanibalizmi 6nlemek amaciyla, ratlara miimkiin
oldugu kadar dokunulmamaya ¢alisildi ve eger dokunulacaksa pamuk ile dokunuldu. Yavru
ratlar dogumlarindan itibaren standart laboratuvar kosullarinda (12 saat giindiiz - 12 saat gece

olacak sekilde 1siklandirma, 20-22°C oda 1s1s1, % 50-60 nem) izlendi.

Resim-1. Postnatal 7. giinde olan ratlar
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CALISMA GRUPLARI
Ratlar rastgele secilerek 4 gruba ayrildi:
Norotoksisite (apoptozis) Degerlendirilmesi:
e Grup-1: Desfluran ndrotoksisite grubu (n:7)
e Grup-2: Kontrol ndrotoksisite grubu (n:6)
Ogrenme ve Bellegin Degerlendirilmesi:
e Grup-3: Desfluran 6grenme ve bellek grubu (n:11)
e Grup-4: Kontrol 6grenme ve bellek grubu (n:9)
Desfluran gruplarindaki ratlara (Grup-1 ve Grup-3) 07:00-13:00 saatleri arasinda 6 saat
stiresince %6,8 desfluran ile anestezi uygulandi. Kontrol gruplari (Grup-2 ve Grup-4) ayni

saatlerde 6 L.dk™' O, ile izlendi.

VOLATIL ANESTEZIK AJAN UYGULAMASI

Anestezi diizenegi ve baslangici ve idamesi: Her deney hayvani i¢in ayr1 olmak iizere
450 mL hacimli gaz giris ve c¢ikis sistemi bulunan cam kavanozlar kullanildi. Cam
kavanozlara vaporizator (Desflurane Tec 6 Vaporizer, Abbott Lab, Almanya) ile 6 L.dk™ akim
hizinda O; i¢inde %6,8 konsantrasyonda desfluran (Desflurane, Abbott Lab.
Istanbul/Tiirkiye) girisi saglandi. Anestezi idamesinde inspire edilen oksijen ve uygulanan
volatil ajanin konsantrasyon diizeyleri c¢ikis hattina baglanan anestezik gaz monitorii
(Anesthesia Gas Monitoring 1304, Briiel & Kjer Sound & Vibration Measurement A/S
Neerum, Danimarka) ile izlenerek sabit tutuldu. Tiim kavanozlar 37°C sabit sicaklikta su
banyosuna yerlestirildi (Resim-2). Deney hayvanlar1 6 saat siire ile bu kavanozlarda gaz
karigimi soludu.

Anestezi sonlandirilmasi: Volatil anestezik uygulamasi 6 saatlik siirenin sonunda
kesilerek 6 L.dk' akim hizinda 0O, verilerek deneklerin derlenmeleri saglandi.
Derlenmelerinin sonunda ratlar annelerinin yanina alindu.

Anestezi uygulamasinin neden olabilecegi solunumsal veya metabolik bozukluklar
saptamak i¢in anestezi uygulamasi yapilan gruplardan (Grup-1 ve Grup-3) 6 saatin sonunda
birer denek rastgele segildi. Segilen deneklere 6 L.dk" O, iginde %6,8 desfluran uygulamasi
altinda laporatomi yapildi ve barsaklar karin boslugunun disina ¢ikarilarak abdominal aort
goriiniir hale getirildi. Abdominal aort pulsasyonu goriildii ve 26 Gauge igne ile 0.20 mL kan

ornegi alindi. Alinan arteriyel kan ornekleri dlgiimler yapilana kadar buz igine konularak
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saklandi. Deneklerin arteriyel kan 6rneklerinde pH, PaCO,, PaO, ve glukoz diizeyleri Stat
Profil Phox Plus L cihazi (Nova Biyomedikal Corp., Waltham, ABD) ile 6l¢iildli. Arteriyel

kan 6rnegi alian denekler anestezi altinda sakrifiye edildi.

0

£

Kaynag

Resim-2. Volatil ajan uygulamasi

HISTOPATOLOJiK DEGERLENDIRME

Anestezi uygulamasimin sona ermesinden iki saat sonra histopatolojik caligma
uygulanacak ratlara (Grup-1 ve Grup-2), eter anestezisi altinda torakotomi uygulandi. Sag
atrium kesisi yapildiktan sonra sol ventrikiile enjekte edilen izotonik NaCl ve %4
paraformaldehid ile perfiize edilerek fiksasyon uygulandi. Kraniyotomi ile ¢ikartilan beyin

orneklerine doku takibi uygulandi.

Isik Mikroskopisi I¢in Doku Takibi
Asagidaki sira ile gergeklestirildi;
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1. Fiksasyon: 48 saat % 10 formalin

2. 24 saat akan suda yikama

3. % 70 etil alkol 20 dk
4. % 80 etil alkol 20 dk
5. % 96 etil alkol 20 dk
6. Aseton I 20 dk
7. Aseton II 20 dk
8. Aseton III 20 dk
9. Aseton IV 20 dk
10. Ksilol I 30 dk
11. Ksilol IT 30 dk
12. 60°C’lik etiivde erimis parafin I 1 saat
13. Parafin II 1 saat
14. Parafin icinde bloklama

Etlivden ¢ikarilan dokular parafine gomiilerek bloklandi. Mikrotom yardimiyla (Leica
RM’’%) her bloktan alinan jum kaknliginda seri kesitler lizinli lamlara yerlestirildi.  Her
hayvandan Paxinos ve Watson’un rat beyin atlasina gore tanimlanmig 11, 12, 21-23 ve 25.
seviyelere denk gelen kesitler alindi.

indirekt Immiinohistokimya Yéntemi

Kesitler immunohistokimyasal yontemle boyandi, Anti-Kaspaz-3 immunreaktivitesinin
gosterilmesi amaciyla rat spesifik anti-kaspaz-3 (/:100; Neomarkers, Fremont, Kanada)
antikoru kullanildi.

Lizinli kesitler iic degisim ksilol ile deparafinizasyon islemine tabi tutuldu. Ardindan
azalan derecede alkol serileri ile rehidratasyon saglanarak distile suda 5 dakika bekletildi.
Dokuya zarar vermeden kurulanip dakopen (Dako, Glostrup, Danimarka) ile gevreleri
sinirlandi.  Sitrat buffer (15-M103, Bio Optica) ile 5 dk kaynatilan kesitlere, doku endojen
peroksidazini inhibe etmek amaciyla 5 dk %3’liik Hidrojen peroksit uygulandi. 3 defa 5’er
dakika fosfat tampon soliisyonu ile yikanan kesitler 1 saat oda 1sisinda bloklama solusyonu
(Invitrogen, Histostain- Plus Broad Spectrum, 85-9043) ile enkiibe edildi ve ardindan yikama
yapilmadan anti-kaspaz-3 antikoru ile bir gece +4°C’de enkiibe edildi. Ertesi giin fosfatl
tampon soliisyonu ile 3 defa yikanan kesitler biyotinlenmis sekonder antikor (/nvitrogen- Plus

Broad Spectrum 85-9043) ile 30 dk enkiibe edildi. Sekonder antikor, enzimle isaretli
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(peroksidaz) avidin-biyotin kompleksi (streptavidin) (Histostain- Plus Broad Spectrum 85-
9043) ile baglandiktan sonra reaksiyonun goriiniir hale getirilmesi i¢in 0.02%
Diaminobenzidin (DAB, 1718096, Roche) kullanildi. Zemin boyamasi Mayers hematoksilen
ile yapildi. Dereceli alkollerde dehidratasyon islemi gerceklestirilen kesitler ksilol ile
seffaflagtirma isleminden sonra entellan ile kapatildi.

Hazirlanan preparatlar Olympus BX-51 model 151k mikroskobu ve video kameradan
(Olympus DP71) olusan goriintii analiz sistemi (DP Controller Olympus Corp. 3.1.1.267)
araciligiyla bilgisayar ekraninda kaydedilerek degerlendirildi.

Talamus paraventrikiiler niikleus, hipokampiis CA1 ve korteks diizeylerinde apoptoz
oranini belirlemek i¢in 20X objektif ile her kesitte on farkli alandaki hiicre sayimlar1 yapilarak
kaspaz-3 pozitif apoptotik hiicre sayilar1 tespit edildi. Apoptotik hiicre oran1 yiizde cinsinden

hesaplandi.

OGRENME VE BELLEGIN DEGERLENDIRILMESI

Grup-3 ve Grup-4’deki ratlara 6grenme ve bellegin degerlendirilmesi amaciyla Morris
Su Tanki testi uygulanana kadar 3 hafta siire ile Multidisipliner Deney Hayvanlari
Laboratuvari’nda standart kosullarda bakildi. Ratlar 6grenme testleri baglamadan 1 hafta 6nce
adaptasyon icin Fizyoloji Laboratuvari’na tagindi ve 1 hafta siire ile standart kosullarda
bakildi.

Morris Su Tanki Testi

Ogrenme testleri gap1 120 c¢m, derinligi 80 cm olan, siyah renkli pleksiglas maddeden
imal edilmis su ile dolu yuvarlak bir havuzda (su tanki) yapildi (Resim-3).

Tankin i¢ine ratin ¢evresel ipuglarindan faydalanarak bulabilecegi 10 cm capinda gizli
bir platform konuldu. Platform kadranlardan birisinin ortasina, suyun 3-4 mm kadar altinda
olacak sekilde sabitlendi. Suyun sicakligir 23+1 °C olacak sekilde ayarlandi. Platform lifli
yapida bir kumas ile kaplanarak ratin bu bolgede diisme tehlikesi yasamadan, kendini
giivende hissetmesi saglandi. Testin yapildigi odanin duvarlarina hayvanin su iginden de
gorebilecegi sekilde renkli geometrik sekiller ya da resimler asildi (Resim-3).

Deneyin basindan sonuna kadar odada higbir seyin yeri (dolap, perde, 1s1ik vs.)
degistirilmedi. Hatta deney hep aymi kisi tarafindan yapildi; kiyafet, parfim vs. degisikligi
yapilmadi. Ratin c¢evre ipuglarimi kullanarak cevre ve platform arasinda iliski kurmasi ve

platformun yerini bulmasi saglandi.
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Morris su tanki kuzey, giiney, dogu ve bat1 kutuplar olmak iizere 4 kisma ayrildi. 10
dakika araliklarla giinde 4 kez, 4 giin siire ile 6§renme denemeleri yapildi, 5. giin test fazina
alindi. Ratlar her giin farkli bir kutuptan birakild1 ve platformu bulma siireleri tespit edildi
(learning trial). Su icine birakilan rata platformu bulmasi i¢in 2 dakika siire verildi. Bu siire
icinde platformu bulamamasi durumunda rat platforma yonlendirilerek, zarar vermeden
platform {izerine alind1 ve 30 sn siiresince etrafi tanimasina izin verildi. Daha sonra platform

tizerinden alinarak havlu kagit ile kurutuldu.

Resim-3. Morris Su Tanki

Test fazinda ise platform kaldirildi ve 30 sn yiizme siiresi verildi. Ratin daha once
platform bulunan kadranda (hedef kadran) gecirdigi slirenin yiizde olarak orani1 degerlendirildi
(probe trial). Deneyler sirasinda biitiin asamalar “HVS image” kayit ve analiz sistemi
kullanilarak yapilmistir. Bu sistem bir CCD kamera ve ulasan goriintiilerin analizini yapan bir

yazilimdan olugmaktadir.
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ISTATISTIKSEL YONTEM
Istatistiksel analiz SPSS for Windows istatistik programinin 15.0 versiyonu kullanilarak
yapildi. Sonuglar ortalama + standart sapma bigiminde verildi.
Norotoksisite bulgularinin istatistiksel analizinde Mann-Whitney U testi kullanildu.
Ogrenme ve bellek deneylerinin istatistiksel analizinde;
e Grup varyanslarinin esitligi (homojenligi) i¢in Levene’s testi kullanildi. P>0,05 oldugu
i¢cin dagilimin esit (homojen) oldugu kabul edildi.
e QGruplar aras1 karsilagtirmalatda 7-zesti kullanildi.
o Grup ici karsilastirmada Wilcoxon Signed Ranks testi kullanildi

e p<0,05 istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.
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BULGULAR:

(Calismaya toplam 43 yavru rat alindi. Deneklerin 3’ii deney sirasinda, 6’s1 6grenme ve

bellek testlerini bekleme siiresi i¢inde eks oldu. Grup-4’deki 1 rat 6grenme ve bellek

deneylerinde yilizemedigi i¢in ¢alismadan ¢ikarildi. Sonug olarak deney gruplarmin dagilimi

Tablo-2’de sunulmustur.

Tablo-2. Gruplardaki toplam rat sayilari

n
Grup-1 Desfluran norotoksisite grubu 7 (biri kan gaz1 igin)
Grup-2 Kontrol ndrotoksisite grubu 6
Grup-3 Desfluran 6grenme ve bellek grubu 11 (biri kan gaz1 i¢in)
Grup-4 Kontrol 6grenme ve bellek grubu 9

Desfluran gruplarindan birer rat (toplam 2 rat) kan gazi analizi amactyla kullanildu.

ARTER KAN GAZLARI ANALIZi SONUCLARI

Grup-1 ve Grup-3 gruplarindaki iki rattan alinan arteriyel kan gazi analizlerinde, pH,

PaCO,, PaO, degerlerinde metabolik ve solunumsal bozukluk goriilmedi; kan glukoz

degerleri normal sinirlarda bulundu (Tablo-3).

Tablo-3. Arter kan gazlar1 analizi sonuglar

- PaO, PaCoO, Glukoz
p

(mmHg) (mmHg) (mg.dL'l)
Grup-1 (n:1) 7.34 172,5 34,2 78
Grup-3 (n:1) 7.35 139,8 36,6 77
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HiSTOPATOLOJIK BULGULAR

Talamus paraventrikiiler niikleus diizeyinden alinan kesitlerden elde edilen apoptotik
hiicre ortalama degerleri karsilastirildiginda Grup-1’de apoptotik hiicre ortalama degerleri

anlamli yiiksek bulundu (p=0.006) (Grafik-1, Resim-4).

Kaspz-3 Pozitif Hiicre Orani1 (%)
()
L

Grup 1 Grup 2
Grafik-1. Talamus paraventrikiiler niikleus diizeyinden alinan kesitlerdeki kaspaz-3 pozitif

hiicre oranlar1 (*p<0.05)
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Resim-4. Talamus paraventrikiiler niikleus diizeyinden alinan kesitler. Grup-2 (kontrol grubu)
normal hiicreler A: x 40, B: x 100 objektif ile; Grup-1 (Desfluran grubu) apoptotik hiicreler
(Ok ile isaretli) C: x 40, D: x 100 objektif ile gosterilmektedir.
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Prefrontal korteks diizeyinden alinan kesitlerden elde edilen apoptotik hiicre ortalama

degerleri karsilastirildiginda Grup-1’de apoptotik hiicre ortalama degerleri anlamh yiiksek
bulundu (p=0.006) (Grafik-2, Resim-5).

Kaspaz-3 pozitif hiicre orani (%)

Grup 1 Grup 2

Grafik-2. Prefrontal korteks diizeyinden alinan kesitlerdeki kaspaz-3 pozitif hiicre oranlar
(*p<0.05)
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Resim-5. Prefrontal korteks diizeyinden alinan kesitler. Grup-2 (kontrol grubu) normal
hiicreler A: x 40, B: x 100 objektif ile; Grup-1 (Desfluran grubu) apoptotik hiicreler (Ok ile
isaretli) C: x 40, D: x 100 objektif ile gosterilmektedir.
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Hipokampiis CA1 diizeyinden alinan kesitlerden elde edilen apoptotik hiicre ortalama
degerleri karsilastirildiginda Grup-1’de apoptotik hiicre ortalama degerleri anlamh yiiksek
bulundu (p=0.006) (Grafik-3, Resim-6,).

Kaspaz-3 pozitif hiicre oran1 (%)

Grup 1 Grup 2

Grafik-3. Hipokampus diizeyinden alinan kesitlerdeki kaspaz-3 pozitif hiicre oranlar
(*p<0.05)
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Resim-6. Hipokampus diizeyinden alinan kesitler. Grup-2 (kontrol grubu) normal hiicreler A:
x 40, B: x 100 objektif ile; Grup-1 (Desfluran grubu) apoptotik hiicreler (Ok ile isaretli) C: x
40, D: x 100 objektif ile gosterilmektedir.
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Desfluran uygulanan grupta prefrontal korteksde hiicre sitoplazmasinda kaspaz-3 pozitif

boyanan apoptotik cisim Resim-7’de okla gosterilmistir.

Resim-7. Desfluran uygulanan grupta prefrontal kortekste sitoplazmada apoptotik cisim
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MORRIS SU TANKI TESTI SONUCLARI
Morris su tanki testi uygulanan ratlarin platformu bulmasi i¢in gecen toplam siire

(latency) Tablo-4’de sunulmustur.

Tablo-4. Ratlarin platformu bulmasi i¢in gecen toplam siire

Platformu Bulma Siiresi (sn)
(Ortalama + SD) P
Grup-3 (n:10) Grup-4 (n:9)
1.giin 33,19 £ 12,394§ 31,87 £ 10,4 ®9§ 0,80
2.giin 18,73 £ 8,7 vy 24,75 £ 101 ¢ 0,17
3.giin 17,04 £ 16,4 17,24+ 7,5 0,97
4.giin 9,63 +£3,6 9,8 +6,3 0,94

@ p<0,05 birinci ve ikinci giin karsilagtirilmasi
9 p<0,05 birinci ve tigiincii giin karsilagtirilmasi
§ p<0,05 birinci ve dordiincii giin karsilastirilmasi

+ p<0,05 ikinci ve iigiincii giin karsilastirilmast
Y p<0,05 ikinci ve dordiincii giin karsilastirilmasi

Morris ylizme testi uygulanan ratlarin tekrarlayan uygulama-denemeler sonunda
platformu bulma siireleri kisalmig ancak gruplar arasi fark istatistiksel olarak anlaml
bulunmamustir (p>0,05) (Sekil-5).

Grup ici karsilastirilmasinda kontrol grubunda birinci giin platformu bulma siiresi
ortalamasinin, {iciincii ve dordiincii giin platformu bulma siiresi ortalamasina gére anlaml
olarak uzun bulundu (sirasiyla 9§ p=0,02, §p=0,008). Ikinci ve dordiincii giin platformu bulma
stiresi ortalamalarinin karsilastirilmasinda ikinci glin platformu bulma siiresi ortalamasi
anlamli olarak uzun bulundu (y p=0,008). Desfluran grubunda birinci giin platformu bulma
sliresi ortalamasinin, ikinci, li¢lincli ve dordiincii giin platformu bulma siiresi ortalamasina
gore anlamli olarak uzun bulundu (sirasiyla ® p=0,03, € p=0,02, §p=0,008). Ikinci giin
platformu bulma siiresi ortalamasmin tiigiincii ve dordiincii glin platformu bulma stiiresi
ortalamalarinin karsilastirilmasinda ikinci giin ortalamasi anlamli olarak uzun bulundu

(swrastylaf p=0,02, y p=0,02).
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Sekil-5. Ratlarin platformu bulma siireleri

Dort giin stiresince biitiin  denemelerde ayni yerde bulunan platform son giin

kaldirildiktan sonra ratlarin 30 sn’lik zaman diliminde (probe trial) daha 6nce platform olan

kadranda (hedef kadran) ve diger kadranlarda gecirdikleri zamanin yiizde olarak degerleri

Tablo-5, Sekil-7 ve Sekil-8’de sunulmustur.

Tablo-5. Ratlarin kadranlarda gecirdikleri siirenin yiizde degerleri

Kadranlarda Gegirilen Siire (%) (ortalama + SD)

Hedef Komsu Sol Komsu Sag
Karsi1 Kadran
Kadran Kadran Kadran

Grup-3 (n:10)

41,76 + 22,3 37,28 £ 16,2 12,31 £12,5 12,40 + 9,56

(desfluran)

Grup-4 (n:9)

50,31 +£ 18,6 38,96 = 16,1 6,23 +9,3 4,38 + 4,6

(kontrol)
p 0,38 0,82 0,25 0,036*

*p<0.05 Grup 3 ile Grup 4 karsilastirildiginda
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B Hedef Kadran
B Kars1 Kadran
@ Sol Kadran

012,31 O Sag Kadran

W41,76

37,28

12,4

Sekil-6. Desfluran grubu ratlarin kadranlarda gecirdigi siirelerin ylizde degerleri

B Hedef Kadran
B Karg1 Kadran
B Sol Kadran
O Sag Kadran

06,23

D38,96 .50,31

B4,38

Sekil-7. Kontrol grubu ratlarin kadranlarda gecirdigi siirelerin yiizde degerleri



Hedef kadran, komsu sol kadran ve komsu sag kadranda gegirilen siirelerin ylizdesinin
ortalamas1 karsilagtirildiginda her iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamistir (p>0,05). Kars1 kadranda gecirilen siirelerin yiizdesinin ortalamasi
karsilastirildiginda Grup-3’iin bu kadranda gecirdigi siirenin ylizdesinin ortalamasi Grup-4’e

gore anlamli olarak daha yiiksek saptanmistir (p=0,036).
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TARTISMA:

Calismamizda yedi giinliik yenidogan ratlara alt1 saat siiresince %6,8 konsantrasyonda
uygulanan desfluranin belirgin olarak daha fazla néroapoptotik yanita neden oldugunu ancak
ogrenme ve bellek fonksiyonlarini etkilemedigini saptadik.

Anesteziyle indiiklenen noroapoptoz ¢alismalarinda ve davranis testlerinde'”’ denek
olarak siklikla rat kullanmildig1r icin calismamizda, gelismekte olan memeli beyninde
anesteziyle indiiklenen ndrotoksisite ve ndérokognitif bozuklugu arastirmak {lizere Wistar tiirii
ratlar1 kullandik.

Ratlarla yapilan bir¢ok ¢aligmada inhalasyon anestezikleri kullanildigindan bu ajanlarin
yasamun erken donemindeki MAK degerlerinin belirlenmesi gerekmistir.”®> Ancak literatiirde
7 glinliilk Wistar tiiri yeni dogan rat i¢in desfluranin MAK degerini bulamadik ve bu nedenle
desfluranin MAK degerini hesapladik. Eriskin Wistar tiirii rat i¢cin desfluranin MAK degeri %
5,7°dir.>* Fang ve ark.” desfluranin MAK nun yenidogan ratlarda eriskin ratlara gore % 19
daha fazla oldugunu bildirmistir. Hesaplamamiz sonucunda Wistar tiirii 7 giinliikk yeni dogan
rat i¢in desfluranin MAK degerini % 6,78 bulduk ve ¢alismamizda anesteziyle indiiklenen
noroapoptozu tetiklemek icin ratlara % 6,8 konsantrasyonda (1 MAK) desfluran uyguladik.

Calismamizda yenidogan ratlarda desfluranin paraventrikiiler talamik niikleus,
hipokampus CA1 ve korteks kesitlerinde néroapoptoz olusturdugunu saptadik. Desfluranin
invivo néroapoptoz olusturduguna dair herhangi bir yaymn bulunmamaktadir.® Ancak
literatiirde desfluranin ve sevofluranin néronlar1 koruyucu 6zelliginin oldugunu bildiren yayin
vardir.”” Neonatal rat korteksi kaynakli néronal hiicre kiiltiirlerinin kullanildigi in vitro
yapilan calismada desfluran veya sevofluran uygulanmasi sonrasi kiiltiirlere 30, 60 ve 90
dakika oksijen (O;) ve glukoz yoksunlugu uygulanmistir. Bu dénemde de desfluran ve
sevofluran verilmeye devam edilmistir. Uygulamadan 48 saat sonra Terminal
deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP Nick End Labeling assay (TUNEL) ve
Deoksiribontikleik asit (DNA) jel elektroforezi ile hiicreler calisilmistir. 30, 60 ve 90
dakikalik yoksunluk dénemlerinde desfluran ve sevofluranin néronal hiicre 6liimiinii belirgin
olarak (yaklasik olarak %98) azalttig1 bildirilmistir."?

Erken donem noéroapoptotik yanitt degerlendirmek iizere aktive kaspaz-3
immiinhistokimyasal boyama yontemini segmemizin nedeni aktive kaspaz-3’iin tiim hiicre
gbvdesinde ve dentritik agacta olugmasi ve aktive kaspaz-3 immiinhistokimyasal boyamanin,

giimiis boyamadan once duyarli noronlarda erken dejeneratif siireci gdstermede ideal bir
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yontem olmasidir.’” Hiicre gdvdesi ve tiim bilesenleri bu boya sayesinde detayli olarak
gosterilebilir. Ancak hiicre ayristik¢a immiin reaktivitesini kaybeder ve hiicrenin bu boya ile
gosterilmesi olanaksiz hale gelir. Bu nedenle hem histolojik islem hem de uygulama sonrasi
zaman araliginin ndroapoptotik yanitin kesin ve dogru degerlendirilmesinde kritik 6neme
sahip oldugu bildirilmektedir.”” Tiim bu bilgiler 113inda bu boya ile néroapoptotik yamiti
gostermek icin en ge¢ zaman aralifinin 24. saat oldugu, 24. saatden daha sonra yapilacak
histolojik kesitlerdeki incelemelerle yiiksek doz ilag uygulamasiyla indiiklenen sira dis1 asiri
yanit tespit edilebilecegi gosterilmistir.”’ Ayrica ilag uygulamasindan sonraki birkag saat
icinde hizla 6len en duyarh hiicreler ilk 6-12 saat i¢inde fagosite edilirken, daha direngli
noronlarin ¢ogunun 18.-24. saatlerde fagosite edilmesi nedeniyle akut olarak etkilenen
noronlarin  daha ge¢ donemde belirlenmesinin miimkiin olamayacagi bildirilmistir.”’
Calismamizda bu nedenle 2. saatte doku (beyin) 6rnekleri alinmistir.

Calismamizda yenidogan ratlarda desfluranin olusturdugu néroapoptozun sadece tiire
6zgii oldugu goriisii savunulabilir. Infant farelere, tavsanlara, domuzlara® veya terme yakin
koyunlara®® 4 veya 6 saat volatil anestezik uygulamasini takiben 48. saatte’® ve altinci giinde™
yapilan histopatolojik degerlendirmeler sonucunda noéroapoptoz saptanmadigi bildirilmistir.
Bu calismalarda kullanilan memeli tiirlerinde ndroapoptozun saptanamamasinin nedeni,
caligmacilarin anestezik ajan uygulamasi sonrasi uygun bir donem icinde histopatolojik
degerlendirme yapmamalar1 olabilir.

Anand® anestezik ilaglarin hayvan beyninde apoptozu tetiklemesi igin “cok yiiksek
dozlara ve uzun siireli maruziyete” gereksinim oldugunu bildirmistir. Young ve ark.’ ise
subanestezik (bir insan infantina anestezi uygulamak icin gerekli ketamin dozu 5 mg/kg iken
bir fare i¢in 80 mg/kg’dir®') tek doz ketaminin (20 mg/kg) infant fare beyninde belirgin
noroapoptoz yanmit1 tetikledigini bildirmislerdir. Volatil anesteziklerin subanestezik
uygulamalarinin da infant rat beyninde noroapopitozu tetikledigi bildirilmistir."® Johnson ve
ark.® infant farelere 1 saat % 2, 2 saat %1.5 ve 4 saat %0.75 izofluran uygulamus ve tiim bu 1
MAK alt: (infant fare i¢in izofluramin MAK’1:%2.26%%) izofluran uygulamalarinm 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 calismalarin 1s181inda “cok yiiksek dozlara ve uzun siireli maruziyete” gereksinim oldugu
gorilislinlin  savunulamayacag1 acik olarak goriilmektedir. Desfluranin norotoksik olup

olmadigina dair daha dnce yapilan bir ¢aligma olmadigi i¢in ¢alismamizda hesaplanan 1 MAK
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konsantrasyonundaki desfluran, daha onceki ¢alismalarla benzer sekilde 6 saat siiresince
uygulanmistir ve ndroapoptotik yanitin olustugu saptanmistir. Desfluranin daha diistik
konsantrasyonlarda ya da daha kisa siire uygulanmasiyla neden olabilecegi ndroapoptotik
yanit1 degerlendirmek i¢in daha ileri caligmalara gerek vardir.

Calismamizda anestezi uyguladigimiz yenidogan ratlarda hipoksi/iskemi veya
hipoglisemi de anestezik ilag uygulamasiyla iliskili nérodejeneratif reaksiyondan sorumlu
olabilir, ancak desfluran uyguladigimiz gruplardan randomize olarak secilen birer rattan
alman arteriyel kan gazi analizi sonuglarinda herhangi bir metabolik ve solunumsal
anormallik saptamadik ve kan glukoz diizeylerini normal smirlarda tespit ettik. Anestezi
altindaki yenidogan ratlarin hemodinamik ve solunumsal monitorizasyonlar1 kiigiik
boyutlarindan dolay: teknik olarak uygulanabilir olmadigindan®® ve elimizdeki cihazlarin,
hemodinamiyi etkilemeyecek diizeyde alinan kiiclik kan voliimlerinde (100 mikrolitre)
Ol¢ime uygun olmadigindan, ¢calismamizda tiim deneklere hemodinamik monitérizasyon ve
arteriyel kan gazi analizi yapamadik.

Literatiirdeki mevcut bulgular da anestezi uygulanan yenidogan ratlarda
hipoksi/iskeminin®®  veya hipogliseminin® anestezik ilag uygulamasiyla iliskili
norodejeneratif  reaksiyondan sorumlu olabilecegi  goriisiiyle ters  diismektedir.
Hipoksi/iskemiye yanit olarak akut hiicre 6liimiiniin, anesteziyle indiiklenen néroapoptozdaki
yapisal analizden belirgin olarak farkli oldugu birgok kez gdsterilmistir.”® Néroapoptoz
olusturan dozda ketamin® veya izofluran, N,O ve midazolam kombinasyonu®® uygulanan
infant ratlarin kan gazi degerleri normal simirlarda bulunmustur. Infant fareler ndroapoptoz
olusturacak durumlara maruz birakildiklarinda kan basinct degerlerinin stabil kaldigini ve kan
gaz1 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 53+22 mg.dL™' (n=4) diisiise neden
oldugunu ve izofluranin infant farelerde olusturabilecegi noroapoptozda, hipogliseminin
katkis1 olabilecegini bildirmislerdir. Ancak daha fazla sayida hayvani iceren c¢aligmalarda,
izofluran infant farelere ii¢ farkli konsantrasyonda ve siirede™® ayrica tiglii anestezik kokteyl
(izofluran, midazolam ve N,0) seklinde uygulanmis', ¢alismalarda ndroapoptoz tetiklenirken
hipoglisemi saptanmamistir. Bizim ¢alismamizda da kan gazlari analiz sonuglarinin normal
sinirlarda  olmasi, néroapoptotik yanitin desfluran uygulamas: ile ilgili oldugunu

desteklemektedir.
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Inhalasyon ajanlarmin neden oldugu hiicre zedelenmesinin mekanizmasi agcik
olmamakla beraber kalsiyum disregiilasyonu sug¢lanmaktadir. Sevofluran ve desfluranin,
izoflurana oranla intraselliiler kalsiyumu ¢ok daha az etkileyerek daha az apoptoz olusumuna
neden oldugu bildirilmektedir.'" inhalasyon ajanlarina kisa siire maruziyette subletal strese
onkosullanma ile noroproteksiyon saglanirken, uzamis maruziyetlerde direkt sitotoksik etki
ile apoptozise bagl hiicre hasarin artirmaktadir.'?

Anestezinin indiikledigi uzun donem ndrokognitif bozukluklarin saptanmasi ig¢in
uzaysal referans hafizasim degerlendiren, MST ve radiyal kol testleri kullanilir."*%7
Kemirgenlerde uzaysal bellek hipokampal lezyonlardan etkilendigi icin genellikle bu tasklar
hipokampal bagimli olarak kabul edilir.®® Anterior talamik niikleuslar ve prefrontal korteks
gibi diger beyin yapilarmi etkileyen lezyonlar da bu davramssal bozukluklar taklit edebilir.®®
Bu testte performansin artmasinda tekrarlamalar 6dnemlidir. Deneme sayist arttikca hayvan
ipuclarin1 daha iyi degerlendirip hafizasina kaydeder ve Ozel haritalar olusturarak daha
sonraki denemelerde platformun yerini daha kolay bulur.

Yeni dogan doneminde kullanilan anestezik ajanlara bagli gelisebilecek nérokognitif
bozuklugun saptanmasi i¢in MST testlerinin yapilma zamani ile ilgili goriis birligi yoktur.
Literatiirde MST testlerinin yenidogan ratlara anestezi uygulamasindan 2, 3, 4, 6, 8 ve 16

269707172 Calismamizda MST testlerini anestezi

hafta sonra uygulandig goriilmektedir.
uygulamasindan 4 hafta sonra yaptik.
Calismamizda desfluranin nérokognitif fonksiyonlarimi etkilemedigini saptadik.
Platforma ulagsma siiresi (6grenme denemeleri) karsilastirildiginda gruplar arasinda fark
olmamasia ragmen grup i¢i karsilastirmada hem desfluran grubunun ve hem kontrol
grubunun platforma ulasma siiresini kisalttig1 saptanmistir. Kontrol grubu ile benzer siirede
platformu bulma ve bu siirenin 4. giinde anlaml1 olarak kisalmis olmasi desfluran grubundaki
ratlarin 6grenme fonksiyonlarinin etkilenmedigini gostermektedir. Ayrica platformun yerini
o0grenme (hedef kadranda gegirilen siire) arasinda fark bulunmadi. Platformun yerini iyi
O0grenmis bir rat veya fareden harcadigi zamanin/yolun en az %35’ini platform bodlgesinde
(hedef kadranda) gecirmesi beklenmektedir'’ (desfluran grubu % 41,76, kontrol grubu
%50,31). Bu bulgular, desfluran uygulamasmin platformlu alani (hedef kadran) tanima
(bellek) performansimi etkilemedigini gostermektedir. Bulgularimizin aksine, 8 aylik ratlarla

yapilan in vivo ¢alismada'®, ratlar 30 giin boyunca her giin 09:00-13:00 arasinda 30 dakika
subanestezik dozda (1/10 MAK) inhalasyon ajanlarina (halotan % 0.1, sevofluran %0.3 ve
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desfluran % 0.6) maruz birakilmis ve deney sonunda deneklere davranigsal, 6grenme ve
bellek testleri uygulanmis, sonug olarak subanestezik konsantrasyonlarda halotan, sevofluran
ve desflurana 30 giinliik maruziyet; merak ve arama davranigsinda azalma, anksiyetede artma,
ogrenme ve bellek fonksiyonlarinda bozulma ile iligkili oldugu saptanmis ve 6grenme ve
bellekteki bozulma desfluran uygulanan ratlarda daha fazla bulunmustur.'* Bu ¢alismadaki
ratlarin erigskin olmasi, anestezi uygulamasinin 30 giin boyunca ve toplam 15 saat olmasi
nedeni ile ¢alismamiz ile benzerligi bulunmamaktadir.

Morris Su Tanki testi uygulanan hayvanlarda 6grenme performansinin bozulmasi her
zaman spasyal 6grenmenin bozuldugunu gostermez. Hayvanin bulundugu ortamdan rahatsiz
olmasi, korkmasi da dgrenme performansini etkiler.”” Bu deneylerde ratlarin cinsiyetlere gore
de farkli davraniglar sergiledigi, bu durumun hormonal farklilik ve hipokampiis gelisimdeki
farktan kaynaklandig1 ve ozellikle uzaysal (spasyal) 6grenmenin degerlendirilmesinde erkek
cinsiyetin daha uygun oldugu saptanmustir.”***® Ancak calismamizda 7 giinlik ratlarda
cinsiyet belirleme imkani1 olmadigi i¢in desfluran uygulamasi dncesi annelerinin yanindan
rastgele alinan ratlarin cinsiyetine énem verilmemistir. Probe trial’de ratlarin en az karsi
kadranda bulunmalar1 beklenmektedir. Calismamizda karsi kadranda gecirilen siire desfluran
uygulanan grupta anlamli olarak uzun bulunmustur. Bu farkin grup ici bireysel farkliliktan
(cinsiyet, korku, ortamdan rahatsiz olma) kaynaklandigi diisiintilmiistiir. Probe trial’de
Olciilmek istenen, hedef kadranda gecirdigi siire (bellek fonksiyonun degerlendirilmesi)
oldugu icin bu bulgu istatistiksel olarak anlamli olmasina ragmen tartigilmamistir.

Kemirgenlerde anestezi uygulamasi sonucu ortaya ¢ikan norokognitif bozuklugun hiicre
Olimii ile direk olarak iligkili oldugu diisiiniiliirse nérokognitif bozuklugun néronal hiicre
Olimlerinden hemen sonra baslamasi ve giderek artmasi beklenir. Buna ragmen izofluran
uygulamasindan hemen sonra néronal hiicre 6limii olusmasina ragmen kognitif bozukluklarin
4-6 hafta sonra belirgin hale geldigi gosterilmistir.'”*®" Nérokognitif bozukluklar arasinda
kemirgenlerin sosyal davraniglarindaki bozukluklar ile hipokampus kaynakli (uzaysal
6grenme ve bellekteki) bozukluklar sayilabilir.'*¢7

Calismamizda desfluran uygulamasi sonrasi belirgin hiicre 6liimii saptanmasina ragmen
norokognitif bozukluk olusmamistir. Benzer sekilde postnatal 7 giinliik rat beyninde hiicre
liimiine neden olan olaylarin hepsinin nérokognitif bozukluga yol agmadig: belirtilmistir.*
Anestezinin indiikledigi norokognitif bozuklugun baslama zamani, siiresi ve karakteristikleri

incelendiginde, bu fonksiyon bozuklugunun nedeni olarak hiicre 6liimiiniin varligr sorumlu
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tutulamamaktadir. Strattman ve ark.’nin’* yaptig1 calismada ratlarda beyin hiicre limii veya
uzun donemde norokognitif bozukluk yaratacak dozu belirlemek i¢in yenidogan ratlara (7
giinlik) 1,2 ve 4 saat siliresince 1 MAK izofluran uygulanmis beyindeki hiicre 6liimii
anesteziden 12 saat sonra ve kognitif degerlendirme anesteziden 8 hafta sonra yapilmistir. Bu
sonucglara gore 1 saat izofluran uygulanan grupta beyin hiicre oliimiinde artis olmadigi
saptanmigstir. 6 saat izoflurana maruz kalan neonatal ratlarda onceki caligmalarla’” uyumlu
olarak 2 veya 4 saat izofluran uygulamasinin belirgin hiicre o6liimiine neden oldugu
gosterilmistir. Bu calismanin ilging bir sonucuda, tek basma hiperkarbinin ayni1 anestezi
uygulamasinin indiikledigi hiicre 6liimii gibi duyarli bolgelerde belirgin hiicre 6liimiine neden
oldugu saptanmistir. Bu sonuglara gore 2 saat 1 MAK izofluran uygulamasi beyinde hiicre
Oliimlerinin ortaya ¢ikmasini saglamaktadir ve bu hiicre 6liimlerinin bir kismindan izofluran
uygulamasi1 sonucu ortaya c¢ikan hiperkarbinin sorumlu oldugu ileri siiriilebilir. Ancak
arastirimacilar yalnizca hiperkarbi uygulanan gruptaki dlen hiicre sayisinin, 4 saat izofluran
uygulanan grubun 6len hiicre sayisindan daha diisiik olmasi nedeniyle izofluranin 4 saatlik
uygulamasinin hiperkarbi olmaksizin olusturdugu sitotoksik etkiye
baglamislardir. Anesteziden 8 hafta sonra norokognitif fonksiyon degerlendirildiginde ise
sadece 4 saatlik izofluran uygulamasinin 6zellikle uzaysal-ayrimsal bellek ve uzaysal working
memory tasklarinda nérokognitif bozukluga neden oldugu bildirilmistir. Onemli derecede
anesteziyle indiiklenen hiicre 6liimii olmasina ragmen ne 2 saat izofluran uygulanan grupta ne
de 4 saatlik hiperkarbi grubunda bu tasklarla bir nérolojik bozukluk saptanmamlstlr.74 Aslinda
tim diger tedavi gruplariyla karsilagtirildiginda 4 saatlik hiperkarbi artmis task performansi
saglamistir. Bu ve diger uygunsuzluklar nedeniyle anestezinin indiikledigi hiicre 6liimiiniin
daha 6nceden sanildig1 gibi anestezinin indiikledigi ndrokognitif bozuklukla siki sikiya baglh
olmadig1 gosterilmistir. Bu ¢alisma bulgulart 5 mg/kg midazolam kullanilarak laterodorsal
talamik hiicre Olimii saptanan ama defisit goézlenmeyen baska bir calismayla da

desteklenmektedir.®®
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SONUC ve ONERILER:

Yenidogan ratlarda yaptigimiz bu calisma ile % 6,8 konsantrasyonda uygulanan
desfluranin norotoksik oldugunu ancak 6grenme ve bellek fonksiyonlarni etkilemedigini
saptadik. Bu ¢alisma desfluran’in gelismekte olan rat beyni iizerindeki etkileri inceleyen ilk
caligmadir.

Uzun zamandir var olan inanisin tersine anestezik ilaglarin beyin yapisin1 ve
fonksiyonunu degistirme potansiyeli vardir. Desfluranin farkli konsantrasyonlarda ya da farkl
stirelerde uygulanmasiyla neden olabilecegi noroapoptotik yaniti degerlendirmek i¢in daha

ileri ¢caligmalara gerek vardir.
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