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1. GIRIS

Programli hiicre 6liimii ya da noéronal intihar olarak bilinen apoptozisin
intrensek ve/veya ekstrensek iki yolakla indiiklendigi bilinmektedir. Sicanlar,
snaptogenezin en yiiksek seviyede oldugu donemde genel anesteziklere maruz
birakildiginda, beyin dokularinda gézlenen yaygin apoptotik ndrodejenerasyon

snaptogenezin en yuksek oldugu yasamin 7. guniine karsilik gelmektedir (1).
ptog yu gu yas g silik g

Gilinimiizde kullanilan genel anesteziklerden bir ¢ogunun etki
mekanizmasinda ya gama amino biitirik asit A (GABA-A) reseptor aktivasyonu
(6rnegin; izofluran, enfluran, desfluran ve sevofluran) ya da N-Metil D-Aspartat
(NMDA) reseptor antagonizmasi (6rnegin; ketamin) sorumludur. Ancak GABA-A
reseptorlerinde aktivasyonun veya NMDA reseptorlerinde anormal inhibisyonun
apoptozisi indiikledigi bildirilmistir (2).

Malign hipertermide kullanilan ve bir riyanodin reseptor antagonisti olan
dantrolen ise sarkoplazmik retikulumdan hiicre icine kalsiyum serbestlesmesini
onledigi bilinen bir ilagtir (3). Cesitli apoptozis modellerinde dantrolen
noroprotektif etkisini; membran stabilizasyonu ve protein katlanmasini 6nleyerek

infarkt1 kii¢iiltmesi gibi farkli mekanizmalarla yapmaktadir (4).

Diger taraftan inhalasyon anesteziklerinin indiikledigi oligomerizasyon ve
kaspaz aktivasyonuna bagli gozlenen apoptozisin; postoperatif kognitif
disfonksiyon, deliryum, demans ve alzheimer patogenezinde rol oynadigi
bildirilmistir (5-7).

Literatiirde gen¢ sicanlarda anestezik ajanlara ait apoptotik

norodejenerasyona, snaptogenezisin en yiiksek oldugu biliylime donemlerine ait

1



bircok ¢alisma bulunmasina ragmen eriskin si¢anlardaki etkileri ile ilgili kapsamli
bir calismaya rastlanmamistir. Bu nedenle erigskin siganlarda izofluranla
indiiklenen apoptotizis tizerine ketamin ve/veya dantrolenin etkilerinin

arastirilmasi amaclandi.



2. GENEL BILGILER
2.1. Hiicre Oliim Mekanizmalari

Hiicre 6limii nekroz ve apoptoz olmak tizere baslica iki sekilde meydana gelir.
Nekroz ve apoptoz arasinda biyolojik ve morfolojik belirgin degisiklikler vardir
(8).
2.1.1. Nekroz

Klasik hiicre olimii olarak bilinen nekroz, kimyasal ve fiziksel
zedelenmeleri takiben ortaya c¢ikan patolojik bir olim seklidir. Nekroz;
sitoplazmik sisme, hiicre i¢i yapilarda degisme, plazma membran biitiinligiinde
bozulma ve enerji kaybiyla rastgele yaygin bir sekilde meydana gelmektedir (9,

10).

2.1.2. Apoptozis
2.1.2.1. Apoptozisin Tanimi

Apoptozis terimi, Yunanca Apo (ayri) ve Ptosis (diismek) kelimelerinden
olusmus, sonbaharda aga¢ veya ¢igek yapraklariin diismesini veya terk etmesini
tanimlamaktadir. Fizyolojik hiicre 6liimii olarak uzun siiredir bilinmesine ragmen
apoptoz terimi ilk kez 1972 yilinda kullanilmigtir (11). Normal hiicre 6limii,
programlanmis hiicre dliimii, fizyolojik hiicre 6liimii ve hiicre intihar1 apoptozis

ile es anlamli kullanilan diger terimlerdir (12). Apoptozis biyokimyasal ve



morfolojik yonden klasik hiicre 6liimli olan nekrozdan oldukga farkli 6zellikler

gostermektedir (13) (Tablo 1).

Tablo 1. Apoptozis ile nekroz arasindaki farklar (10, 13-17)

Ozellik Nekroz Apoptozis
Nedenler Her zaman patolojik Fizyolojik/Patolojik
Hipoksi Hiicre yaglanmasi
Hipertermi Biiylime faktor eksikligi
Iskemi Kanser ilaglar1
Litik viral enfeksiyon Radyasyon
Toksik maddeler Yiiksek doz glukokortikoid
Siddetli oksidatif stres HIV
Sitotoksik T lenfositler
Oksidatif stres (asir1 olmayan)
Fas/TNFR-1 reseptor
aktivasyonu
Dagilim Komsu hiicre gruplari Tek tek hiicre diizeyinde
Eksiidatif yang1 | Genellikle var Yok/hiicresel immiinitede
Isik mikroskopi | Piknozis Kresentik gériiniim
bulgular: Karyoreksis Eozinofilik partikiil
Karyolizis
Bazofili
Elektron Hiicrede sisme Voliim kaybi, hiicrede kiigiilme
mikroskopi Membranda yirtilma Apoptotik cisimler
bulgulari Kromatinde erime/kay1ip
Fagositoz Mononiikleer hiicreler Fagositik  hiicreler  tarafindan
temizlenir
Mekanizma ATP azalmas1 Gen aktivasyonu
Membran zedelenmesi Endoniikleazlar
Serbest radikal hasari Proteazlar
Lizozomal enzimler salinir Lizozomal enzim salinim1 yoktur
Hiicre lizisi olur ATP gerekir (aktif hiicresel yikim)
Diger Skar olugumu vardir Skar olusumu yoktur

Inflamasyona neden olur

Inflamasyon goriilmez
Hiicre membrani saglamdir




Canli organizmasindaki her hiicre, dogar, prolifere olur, diferansiye olur ve
oliir. Apoptotik hiicreler dokularda siirekli olarak olusmakta ve bu olusum omiir
boyu dogal bir denge halinde devam etmektedir. Programli hiicre o6liimii
(apoptozis) ve yeniden yapimin (mitozis) doku homeostazisini dinamik bir denge
halinde siirdiiriilmesinde vazgecilmez bir rolii vardir (11, 18-20). Apoptozis
embriyolojik gelisim ve hiicre proliferasyonunun normal veya patolojik
ilerlemesinde rol alir (21).

Apoptozis hiicresel bircok gen ve gen {irliniiniin aktivasyonunu ve
karsilikli etkilesimini igeren karmasik bir siirectir. Bu siire¢, degisik sekillerde
birgok i¢ ve dig sinyaller tarafindan aktive edilebilmektedir. Bu dengenin
bozulmasinin birgok 6nemli hastaligin patogenezinde rol aldig1 gosterilmistir (22).
Viicudun organ islevlerinde bozulma, neoplazi (23), viral enfeksiyonlar,
otoimmiin hastaliklar, dejeneratif hastaliklarin (Alzheimer ve Huntington
hastalig1), kazanilmig immiin yetmezlik hastaligi (Acquired Immun Deficiency
Syndrome: AIDS) gibi patolojik sonuglar dogurabilir (24, 25) (Tablo 2).

Akut inflamatuar cevabin diizelmesi, immiin dengeyi saglamak ve uygun
olmayan doku yikiminmi engellemek igin, notrofil apoptozisi esastir. Sistemik
inflamatuar yanit sendromunun patogenezinde, apoptozisin gecikmesi etken
olarak ileri stiriilmiistiir (26). Volatil anestetiklere kronik maruziyetin, apoptozisin
temel rol aldig1 kronik hastaliklar (kanser, 16semi, karaciger ve bobrek yetmezligi
gibi), gebelerde erken dogum ve teratojenite insidansimi artirdigi, notrofillerde

apoptozisi yavaslattigi, maruz kalmayan kisilerle karsilastirilarak gdsterilmistir

(27-30).



Tablo 2. Artmis veya azalmis apoptoz ile ilgili hastaliklar (24,25)

Azalmis apoptoz ile ilgili hastaliklar

1. Kanser
Folikiiler lenfoma
P53 mutasyonu ile ilgili karsinomlar
Hormon bagimli timorler

v" Meme kanseri

v' Prostat kanseri

v Over kanseri
2. Otoimmiin Hastaliklar
Sistemik lupus eritomatozis

Immiin aracili glomeriilenefrit

3. Viral enfeksiyonlar
Herpesvirtlis
Poksvirtis

Adenovirls

Artmis apoptoz ile ilgili hastaliklar
1. AIDS
2. Norodejeneratif Hastaliklar
Alzheimer Hastalig1
Parkinson Hastalig1
Amyotrofik Lateral Skleroz
Retinitis Pigmentoza
Serebellar Dejenerasyon
3. Myelodisplastik Sendrom
Aplastik anemi
4. iskemik Hasar
Miyokard Iskemisi
Strok (Inme)
Reperfiizyon Hasar1

5. Toksinlere Bagh Karaciger

Hasar

Alkol




2.1.2.2. Apoptozisin Morfolojisi

Apoptozis, tek bir hiicrede biiziigme ve cevre hiicrelerle olan temasin
kaybolmasi ile karakterize olup ana morfolojik olay, ¢ekirdegin yogunlagmasi ve
daha sonra pargalara ayrilmasidir (31). Elektron mikroskobunda apoptozis
esnasinda, kromatinin yogunlagmasi, sitoplazmanin biiziilmesi, plazma
membraninin kabarmasi, mitokondri dis membraninda sisme, hasar ve mitokondri
membran aralifinda sitokrom c ve bir oksidorediiktaz ile iliskili flavoprotein olan
‘Apoptozis Indiikleyici Faktér’ (AIF) saliverilmesi, apoptotik cisimlerin

sekillenmesi bilinen morfolojik degisikliklerdendir (11, 19, 32-34).

2.1.2.3. Apoptozisin Mekanizmalari

Programli hiicre dliimiinde birbirini izleyen basamaklarin neler oldugu tam
olarak bilinmemektedir. Apoptozis ¢ok sayida mediyator tarafindan diizenlenir.
Bunlar arasinda Apaf-1 (Apoptotik proteaz active edici faktor-1), kaspazlar ve
Bcl-2 ailesi proteinleri temel rol alir. Diger taraftan bazi iyonlar (kalsiyum),
molekiiller (seramid), genler (c-myc), proteinler (p53) ve organeller (mitokondri)
sayilabilir. Baz1 mediyatorler hiicreye o6zeldir, bazilar1 da apoptozisi baslatan
etkiye gore farklilik gosterir (34).

Apoptozis zamani1 gelen (daha 6nceden programlanmis) hiicrelerde primer
baslatilabilir ya da disaridan bir uyaran sonucu sekonder olarak gelisir. Hiicre dis1
uyaranlar arasinda timor nekroz faktorii (TNF), koloni stimulan faktorler (KSF),
noron gelisme faktorii (NGF), insiilin benzeri biiytime faktorii (IGF), 1L-2 gibi

maddelerin ortamda azalmasi, glukokortikoidler, radyasyon, ilaglar, g¢esitli



antijenler 6nemli yere sahiptir. Otoimmiin hastalik gelisiminde rolii oldugu
belirtilen Fas/FasL (3), sFas proteinleri, viriisler de (HIV gpl120 proteini,
influenza viriisi TNF reseptorii iizerinden adenoviriis hiicre genetik yapisini
bozarak) hiicreyi apoptozise gotiirmektedir. Organizmada apoptozisi uyaran ve
engelleyen ¢ok sayida gen bulunmaktadir (35).

Apoptozisi etkileyen hiicre i¢i uyaranlar arasinda sitokinler, hiicre igi
kalsiyum miktarinda artis, TNF, DNA hasar1 nedeniyle bir tiimor baskilayict gen
olan p53’iin aktive olmasi, viral-bakteriyel enfeksiyonlar, glukokortikoidler ve
onkojenlerin (cmyc gibi) yer aldigi bilinmektedir. Ayrica hipertermi, radyasyon,
sitotoksik antikanser ilaglar1 ve hipoksi gibi nekroz olusturabilen etkenler hafif
dozlarda apoptoz meydana getirirler (36).

Apoptotik siire¢ boyunca hiicre i¢ine siirekli kalsiyum (Ca*?) girisi olur.
Hiicre i¢inde Ca*? artis;, cAMP gibi hiicre ici ikincil habercileri aktive etmektedir.
Bu kaskadda hiicre yapisinda degisikliklere neden olan pek ¢ok basamagi
uyarmaktadir. Ornegin; sitoplazmik Ca*? miktarinda hafif arti c-fas, C-myc ve 1s1
soku proteini gibi yeni mRNA basamaklarin1 harekete gecirir. Ayrica, apoptoziste
etkili endoniikleaz, transglutaminaz, proteaz, lipid modifiye edici enzimler gibi
enzimleride aktive eder (37, 38). Bunlar da kromatinde pargalanmaya, hiicre
iskeletinde ve sitoplazmik proteinlerde degisikliklere neden olur. Sitoplazmik
kalsiyum, kalmodulin ile baglanirsa apoptozis inhibe edilebilir (25).

Canlidaki programlanmis hiicre 6limii, C. Elegans adindaki bir nematod
tizerinde gosterilmeye c¢alisilmistir. Eriskin hermafrodit olusumu sirasinda,
apoptozis ile hiicre sayis1 1090 dan 131 tane azalmistir (39). Buradaki apoptozisi

yiiriiten ve diizenleyen ii¢ gen tanimlanmistir: Bunlar ced-3, ced-4 ve ced-9. Ced-
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3 bir serin proteazdir. Ayrica ced-4 tarafindan aktive edildiginde hiicre apoptozise
giderken, ced-3 ve ced-4 engellendiginde apoptozis gergeklesmez. Ced-9
apoptozisin negatif diizenleyicisidir (antiapoptotik), mutasyonla inaktive olursa
hiicre oliimle sonuclanan siirece gider. Ced-3 gen iiriinlerinin memelilerdeki

karsilig1 kaspazlar, ced-4 Apaf-1, ced-9 un karsiligi ise bcl-2 ailesidir (40, 41)

(Sekil 1).
D
" Egl-1 Ced-4) Ced-3/
= i —~
C. elegans ﬁ T
CEP-1 Ced-9 Apoptozis
Al [pss B ‘Bel-2 E J
C
Memeliler

Sekil 1. Programlanmis hiicre olimii (apoptozisin) C. Elegans ve memeli
hiicrelerdeki benzerliginin sematik olarak gosterilmesi. A (CEP-1/p53), B (Egl-

1/BH3), C (Ced-9/Bcl-2), D (Ced-4/Apaf-1) ve E (Ced-3/Casp-9) (40, 41)

Kaspazlar olarak bahsedilen proteazlar aktif bolgelerinde sistein kalintist
tasimalart ve karsilastiklar1 proteinleri aspartik asit kalintilarindan taniyarak
kesmeleri nedeniyle bu ismi almiglardir. Pek ¢ok hedef proteinleri olmasina
ragmen en Onemli hedef proteinleri deoksiriboniikleaz (DNaz; DNA’y1 spesifik

olarak kesip pargalayan enzim) inhibitoriidiir (42, 43).



Apoptozise giden tiim hiicrelerde sistein proteaz aktivitesi mevcut olup,
hiicre canliliginin devami i¢in kaspazlarin kontrolii ana rol oynamaktadir.
Kaspazlar inaktif prekiirsor olarak sentezlenip degisik uyarilarla aktif forma
dontigiir. Ced-4 ve bunun memelilerdeki karsiligi Apaf-1 inaktif formda
sentezlenmis olan kaspazlara baglanarak aktif formlara donlismelerine neden olur
(44).

Ced-9 karsilig1 olarak memelilerde bulunan bcl-2 ailesindeki iiyelerin bir
kismi1 apoptozisi uyardig1 (Bax, Bad, Bid, Bcl-Xs), bir kisminin ise azalttig1 (Bcl-
2, Bcl-X3) yani pro-apoptotik veya anti-apoptotik oldugu gosterilmistir (45, 46).
Bcl-2 ailesinin bazi tiyeleri kaspaz aktivitesini inhibe ederek ced-9 benzeri etki
gosterirken diger iiyeler ise, kaspazlarin aktivasyonu ile hiicre 6liimiine yol ag¢ip

pro-apoptotik etki gostermektedir (36) (Tablo 3).

Tablo 3. Apoptozisi etkileyen bazi genler (36).

Apoptozisi azaltan genler Apoptozisi artiran genler
v" Bcl-2 grubundan; v' Bcl-2 grubundan;
v" BHRL-1, bcl-xl, bcl-w, bfl-1, v' Bad, Bax, Bak, Bcl-xS, Bid, Bik,
brag-1, mcl-1, Al Hrk1
v' c-abl geni v’ c-myc
v ras onkogeni v’ p53, p21
v ¢Ozlinebilir fas v' Fas (CD95/APO1)
v p35 v FADD/MORT, RIP, FAST
v A20 v’ Interlokin  déniistiiriicii  enzim
v 1APs benzeri proteinler
v' LOH (MTS1/CDK41)
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Kaspazlarin aktivitelerini azaltarak apoptozu baskilayan diger bir madde ise,
apoptozis proteinleri inhibitorii (inhibitér apoptozis proteinleri: 1APs) tarafindan

da diizenlenir (47).

2.1.2.4. Apoptozisteki Yolaklar

Apoptozisi bir¢ok farkli yolak baslatabilmektedir. Apoptoziste olimle
sonuclanan ortak yolag: aktive eden temelde ekstrensek ve intrensek olmak tizere
iki yolak bulunmaktadir. Ekstrensek yolakta 6liim reseptorlerinin aktivasyonuna
neden olan kaspazlarin aktivasyonu mitokondri etkilenmeden 6nce olmaktadir.
Intrensek yolakta ise kaspaz aktivasyonundan once sitokrom c mitokondriyal

membran araligindan sitozole saliverilmektedir (9) (Sekil 2).

Apoptozisteki intrensek ve ekstrensek yolaklar

\

Ekstrensek yolak | (C: aspﬁl m
< spasej H\Ef_spﬂu) Intrensek yolak

Effector Caspases

T i
e m o

Hedef kaspazlar

Sekil 2. Kaspazlarin aktivasyon yolaklari. Memeli hiicrelerinde temelde iki major

kaspaz aktivasyon yolagi mevcuttur, ekstrensek (solda) ve intrensek (sagda) (47).

Ekstrensek yolak TNFR1 ve Fas gibi TNF ailesinden sitokin reseptor iiyeler

11



icerebilir. Bu proteinler 6zellikle pro-kaspaz-8’e baglanma bolgeleri igeren DED,
Fadd igeren sitozolik DDs adaptdr proteinleri gerektirir. Intrensek yolak; degisik
uyarilarla, bax gibi bcl-2 ailesinden apoptozis oncii proteinlerinin seviyelerinin
yiikselmesi ile mitokondriden sitokrom-c serbestlestirir. Sitozolde sitokrom-c
Apaf-1’¢ baglanir ve onu aktiflestirir, aktif apaf-1 pro-kaspaz-9’a baglanabilir ve
onu aktif hale getirir. Aktif kaspaz-9 (intrensek) ve 8 (ekstrensek) ortak yol olan
hedef kaspaz-3’e baglanir ve onu aktif hale getirir. Diger bazi kaspazlar bu

yolaklarda gorev alir fakat onlara deginilmemistir (47).

2.1.2.4.1. Ekstrensek Yolak

Reseptor aracili veya Oliim reseptdr aracili yolak olarakta ifade
edilmektedir. Hiicre yiizeyinde bulunan 6liim reseptorleri disaridan gelen sinyal
polipeptidlerin baglanmasi ile uyarilir. Oliim reseptorleri gelen uyariy1 hiicre igine
ileterek apoptozisin baslamasinda gorev alir. Polipeptid yapidaki sinyaller TNF ve
oliim reseptorleri de TNF reseptor ailesi tiyeleridir (49, 50). TNF reseptor ailesi
tiyeleri hiicre dis1 bolgelerinde sisteinden zengin tip 1 membran proteinleridir.
Diger bazi iiyeleri ise hiicre i¢i bolgelerde ‘death domain’ igerirler ve bu nedenle
olim reseptorii  ‘TRADD’ (TNFR-1 associated death domain) olarak
adlandirtlirlar. Fas/APO-1/CD95, TNFR1, DR3; TRAIL Ri/DR4, TRAIL R2/DRs,
TRAIL R2/DRg tanimlanan 6liim reseptorlerindendir (51). Fas reseptorii ailenin en
1yl tanimlanan popiiler iiyesidir ve immiin sistemde hiicre 6liimiiniin kontroliinde

onemli rol oynamaktadir (52).

12



TNF reseptor ailesinin hiicre i¢i bolgede yerlesmis ‘death domain’ igeren
olim reseptorleri, kaspazlara baglanmak i¢in ‘death effector domain’ bolgesi
icermektedirler. Fas ve TRAIL reseptorii ‘Fas-Associated Death Domain’
(FADD) adaptor molekiiliine, adaptor molekiilde kaspaz-8’e baglanarak kaspaz 8
aktivasyonuna neden olmaktadir. Olusan yeni yapt ‘death inducing signaling
complex’ (DISC) olarak adlandirilir. Kaspaz-8 aktivasyonu diger kaspazlarin
aktivasyonuna neden olur ve apoptoziste gozlenen biyokimyasal ve morfolojik

degisiklikler ortaya ¢ikar (35, 49, 52-54).

2.1.2.4.2. intrensek Yolak

Mitokondri intrensek apoptotik yolagin diizenlenmesinde temel etkendir
(55). Mitokondri ile ilgili yolak birden ¢ok mekanizma tarafindan uyarilabilir.
DNA hasarini uyarici veya DNA tamirini baskilayici ajanlar, oksidatif stres,
staurosporin ve deksametazon gibi kimyasallar, kanser tedavisinde kullanilan
ilaglar, biiytime faktorii yoklugu mitokondri hasarina neden olarak, mitokondriden
sitozole sitokrom ¢ salinimina neden olur (55, 56). Sitokrom c; apoptozisin en son
basamaginda gorev alir, mitokondriden sitoplazmaya gecisi hiicrenin apoptozis
yolunda geri doniisiimsiiz doneme girmis oldugunu gosterir (13).

Sitokrom-c sitozolde bir sitoplazma proteini olan Apaf-1’e baglanir. Bu
baglanma ¢ok sayida alt birimi olan ve ‘apoptozom’ olarak adlandirilan Apaf-
1/kaspaz-9 kompleksinin olusmasini tetikler. Apoptozom kompleksi kaspaz-9’u
aktive eder, efektor bir seri kaspaz aktivasyonunu araciligi ile apoptozise 6zgii

degisikliklere neden olur (19, 48, 49, 52, 57).
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Apoptozisin mitokondriyal yolaginda, mitokondriden sitozole diger bir
protein olan apoptozis indiikleyici faktor AIF) saliverilir. AIF kaspazlardan
bagimsiz bir sekilde ¢ekirdek iginde DNA hasarina neden olarak apoptozise neden

olur (51, 58) (Sekil 3).

Mitojenler

"' FAS Biiyiime faktorleri
596 =
BID Rsk ' Bcl-2
Caspase-8 : _' ==
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Sekil 3. Mitokondri yoluyla kaspaz aktivasyonu (51, 58).

2.2. Genel Anestezikler

Giliniimiizde, cesitli nedenlerden dolayi, bir¢ok anestezik ajan genel
anestezi ve sedasyon i¢in kullanilmaktadir. Bu ajanlarin insanlar iizerindeki ¢ogu

etkileri bilinmekte ancak oOzellikle gelismekte olan santral sinir sistemi (SSS)
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tizerine etkileri tam aydinlatilmadigi gibi, en sik arastirilan konular arasindadir

(59).

2.2.1. Santral Sinir Sisteminde Etki Mekanizmalari

Yapilan ¢aligmalarda anestezik ajanlarin  sigan beyninde, sinaptik
transmisyon tizerine etkileri en iyi hipokampus bolgesinde gosterilmistir (59-62).
Anestezik ajanlarin ana hedef bolgelerinden olan hipokampus; nérotransmitterler,
afferent ve efferent yolaklar, gesitli katmanlar (dentat girus, fimbria hipokampi ve

Cornu Ammonis 1: CA-1) gibi birgok yapiy icermektedir (61) (Resim 1)

Resim 1. Hipokampusun Cornu Ammonis (CA) 1 ve 3 bolgeleri ile dentat girus
(DG) bolgeleri (61).

Hipokampus, lateral ventrikiiliin alt boynuz taban1 boyunca uzanan bir gri
cevher tabakasidir. Hipokampusa tiim duyularla alakali, dogrudan veya dolayl
cok sayida afferent lif gelir ve forniks yoluyla hipokampusu terk eder. Miyelinli
liflerden meydana gelen forniks; talamus, hipotalamus ve septal sahada sonlanir.
Bu da hipokampus ile subkortikal alanlar arasindaki ¢esitli devrelerin varligini
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gosterir. Yine subkortikal alanlar aracilig1 ile hipokampus, beyinde bir¢ok bolge
ile iletisim halindedir. Bu baglantilarin ¢oklugu, tek bir fonksiyon yerine, bir¢ok
beyin fonksiyonunda rol aldigim1 gostermektedir. Hareketlerin davranis bigimine
doniismesinde Onemli role sahip bulunan limbik sistem, ¢ok sayida sinyali
hipokampustan alir. Yine hafiza ve 6zellikle de kisa siireli hafiza iizerinde rolii
olan hipokampusun yoklugunda, verbal veya sembolik anilarin saklanmasi
miimkiin olmayacaktir. Dentat girus lezyonlarinda, uzaysal (yer) hafizasi, yeni
kayitlarin silinmesi (yakin hafiza) gozlenir. Uzak hafizanin korunup yakin
hafizanin bozuldugu Alzheimer hastaliginda hipokampus ilk etkilenen
bolgelerdendir (63).

Hipokampuste, internéronlar icinde GABA ve onun sentezleyici enzimleri
bulunur. Bu néronlar uyarict sinaptik akimlarin ve piramidal hiicre salgilarinin
inhibisyonunu saglar. Hipokampus ve diger kortikal bolgelerdeki noron
aktivitesinin uyarilabilirliginde ve esgiidiimiinde énemli rol oynayan GABAerjik
internéronlar tim ndron toplulugunun % 10’undan daha azini olusturur (64).
Beyin fonksiyonlarinda 6nemli rol oynayan inhibitor ndronlar iizerine anestezik
ajanlarin  hiicresel ve molekiiler diizeyde etkileri heniiz tam olarak
bilinmemektedir (62).

Memelilerde SSS’ye genel anesteziklerin etkisi iki mekanizma ile
aciklanmaktadir (59).

I. NMDA reseptorlerinin uyarilabilirliginde azalma (ketamin, NZO, zenon)
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Il. GABA Areseptérleri araciligt  ile inhibitor etkide artis olmasi

(benzodiyazepinler, barbitiiratlar, propofol, etomidat, izofluran,
enfluran, halotan ve desfluran)
Volatil anestezik ajanlar memelilerde SSS’de noronal aktiviteyi deprese

ederler ve GABA A Teseptor kompleksinden klor akimini arttirirlar. Ayrica

konsantrasyona bagimli olarak, neokortikal néronlarin spontan aksiyon potansiyel

ateslemelerini deprese ederler (61).

2.2.2. izofluran

Izofluran, enfluran izomeri olan bir metil etil eter (CH2F-O-CHCIF3) olup
onun birgok 6zelligini tagir. 1965°te Terrell tarafindan sentezlenmis ve 1981 de

klinik kullanima girmistir (65, 66) (Sekil 4).

F H F
F—C—C—0—GC—H
F F

Sekil 4. izofluranin kimyasal formiilii (65)

Indiiksiyon ve derlenme, sevofluran ve desflurana gore daha yavastir. Kotii
kokusu ve hava yollarini irritan etkisi nedeniyle indiiksiyonda tercih edilmez.

Uyanma doneminde 6ksiirme, sekresyon artisi ve huzursuzluk olabilir. Minimum
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alveolar konsantrasyon (MAK) degeri oksijen i¢inde 1.15, %70 NZO icinde

0.56°dir (65).

Sicanlarda MAK 1,46 olan izofluranin kan/gaz erirlik katsayisi 1,4
oldugundan hizli bir anestezi indiiksiyonu ve anesteziden uyanma saglamaktadir
(67).

Anesteziklerin atilmui ile ilgili olas1 ii¢ yol dikkate alinmistir: Bunlar
transkutandz ve transvisseral hareket ile metabolizmadir. Transkutanéz ve
transvisseral hareket ihmal edilebilecek diizeydedir. Yaklasik % 0.2 oraninda
biyotransformasyona ugrar. Sitokrom P450 2EI1 sistemi ile triflorasetikasite ve
inorganik floride metabolize olur (65). Izofluran akut ve kronik toksisite
yoniinden diger ajanlara gore daha giivenilirdir. Cok az metabolize olmasi ve

molekiiliiniin stabil olmasi nedeniyle hepatotoksik ve nefrotoksik etkisi diistiktiir

(65).

2.2.2.1. Izofluranin Apoptotik Etki Mekanizmalari

Anestezide ¢ok yaygin olarak kullanilan izofluran gelismekte olan sigan
beyin néronlarinda, klinikte kullanilan dozlarda kaspaz aktivasyonuna ve

apoptozise neden oldugu gosterilmistir (1, 59).

Son zamanlardaki c¢alismalarda izofluranin IPs; reseptor aktivasyonu ile
hiicre i¢i Ca*®’yi artirarak apoptozise neden oldugu gosterilmistir. izofluran
sadece endoplazmik retikulum (ER) membranindaki IP3 reseptorleri artirarak

degil ayn1 zamanda, post-sinaptik membrandaki GABAA reseptorlerini aktive eder
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ve NMDA reseptor araciligi ile Ca*? girigini hizlandirir. IP; ER membraninda
bulunur ve ER’ den sitoplazma igine Ca*? serbestlesmesini diizenler (68). 1P3
reseptdriiniin aktivasyonu sitoplazmadaki serbest Ca*? seviyelerinin yiikselmesine
ve hiicre dliimiine neden olur (69). Izofluranin artirdig: sitozolik Ca** fazlalig,
mitokondri zarinda gegirgenligi artirir. Boylece sitokrom-c gibi apoptozis onciisii
faktorler sitoplazmaya geger, apoptozom kompleksi olusur, inaktif olan
onciilerden kaspazlar aktiflestirilir. Sekil 3’te de daha once belirtildigi gibi kaspaz

9 ve 3 aktivasyonu ger¢eklestiginde apoptozis ile sonuglanir (2).

2.2.3. Ketamin

Ketamin diger iv anestezik ajanlardan farklidir. Ketaminin belirgin
analjezik etkisi vardir. Kismen suda ¢oziinebilir, berrak ve renksizdir. Lipid
¢ozliniirligi yliksektir. Ketaminin iki steroizomeri vardir; S (+) ve R (=) dir. S(+)

izomeri daha potenttir ve daha az yan etkiye sahiptir (65).

Ketamin hepatik mikrozomal enzimlerce metabolize edilir. Once N-
demetilasyona ugrar ve norketamine doniislir ve sonra hidroksilasyona ugrar ve
hidroksinorketamin olusur. Bu {irlinler konjugasyona ugrar ve suda c¢oziinebilen
tirtinlere doniisiir ve idrarla atilir. Norketamin belirgin diigiik aktivite gostermekle

birlikte asil aktif metabolit ketamindir (65).

Ketamin doza bagli olarak bilingsizlik ve analjezi saglar. Yaptigi
anesteziye disosiyatif anestezi denilmektedir. Yiiksek lipid ¢oziiniirliigiinden

dolay1r kan beyin bariyerini hizlica geger. Ketamin verildikten sonra hastanin
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gozleri agik, pupiller dilate, horizontal veya vertikal nistagmusun goézlendigi
kataleptik bir durum olusur, ancak anestezinin diger evreleri normal uyku gibidir.
Kornea, okstiriik, yutkunma refleksleri devam eder. Sekresyon artist olur, iskelet

kas tonusu artar, bas, kollar, bacaklar, govdede amagsiz hareketler goriilebilir

(65).

Ketaminin etkisini NMDA, opioid, muskarinik ve diger bazi reseptorler
aracilig1 ile gosterir (70). Spinal kordaki polisinaptik refleksleri engeller, beyinde
bazi bolgelerinde ise uyarici ndrotransmitterlerin etkilerini baskilar. Ketamin
fonksiyonel olarak talamusu (duyusal uyarilar retikiiler aktive edici sistemden
serebral kortekse iletir) limbik korteksten (duyularin farkinda olunmasi ile ilgili
boliim) ‘disosiye’ eder yani ayirir. Beyindeki bazi néronlar baskilansa da digerleri
tonik olarak uyarilir. Klinik olarak bu dissosiyatif anestezi durumu hastalarin
suurlu gibi gorlinmesine ragmen duyusal verileri degerlendirip yanit

verilememesine neden olur (71).

Ketaminin bazi onemli klinik etkileri vardir. Ketamin kardiyovaskiiler
sistemi uyarir ve kan basinci, kalp hizi ve kardiyak debi artar. Bunun sonucu
miyokardin is yiikii ve oksijen tiiketimi artar (65). Ketamin brons diiz kaslarini
gevsetir (bronkodilatasyon). Ketaminin indiiksiyon dozunun uygulamasindan
sonra dakika ventilasyonunda gegici bir azalma gozlenebilir. Reaktif hava yolu
hastaliginda ve bronkospazmda pulmoner kompliyansi iyilestirir. Ketamin
sekresyon artisina neden olur. Sekresyonlar iist hava yolu obstriiksiyonuna neden

olabilir (65).
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Ketamin serebral kan akimini, oksijen tiiketimini, intrakraniyal basinci
artirtr. Ketamin SSS’de primer olarak talamokortikal sistemi etkiler. Limbik
sistemi aktive eder. Ketamin, spinal kord ile beynin yiiksek merkezleri arasinda
emosyonel komponentlerin gecisinde 6nemli olan medial mediiller retikiiler

formasyona impuls gegisini baskilar (65).

2.2.3.1. Ketaminin Apoptotik Etki Mekanizmalari

Ketaminin doz ve siire bagimli olarak noroprotektif veya ndrodejeneratif
etkinliginin oldugu bulunmustur (59). Ketaminin bir NMDA reseptor (bir
glutamat reseptor alt tipi) antagonisti oldugu gosterilmistir. Acik olan NMDA
kanallarim1 kapatarak sitozole Ca*? girigini azaltir, ER membraninda bulunan IP;3
olusumunu ve sitozoldeki serbest Ca* seviyelerini azaltir (2). Doz bagimli olarak
norotoksik etkinligi arttirdigr bildirilmistir. Norotoksik etkisini, glutamat
reseptorleri  yoluyla glutaminerjik  sistemin asir1  uyarilmasi, NMDA
reeseptOrlerinin ketamin uygulamasina ters yanit olarak uyarilmasi, ikinci haberci
olarak Ca™ dengesinin bozulmasi ve oksidatif stres sonucu olabilecegi

bildirilmistir (72).

2.2.3.2. Kullanim Alanlar

e Ketamin premedikasyon, sedasyon, genel anestezi indiiksiyonu ve

idamesinde kullanilabilmektedir (65).
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e Travma, hipovolemik veya septik sok, pulmoner hastaligi olan hastalar

icin ideal bir anestezik ajandir (70).

e Rejyonal anesteziyi tamamlamak i¢in ve yanik pansumanlarinda ozellikle

tercih edilir (65).

e Ketamin, pediyatrik girisimlerde (kardiyak kataterizasyon, radyasyon
tedavisi, pansuman, radyolojik ve dental girisimler) giivenli ve etkin

sedasyon saglar (65).

2.3. Dantrolen

Malign Hipertermi (MH) tedavisinde kullanilan bir hidantoin tirevidir.
Dantrolen, riyanodin reseptorii (RYR) tizerinde iki adet baglanma yerine
baglanarak, kalsiyumun sarkoplazmik retikulum (SR)’dan saliverilmesini azalttigi
gibi SR’ye geri alimimin da artirir. Béylece hiicre i¢i Ca™ seviyesini azaltarak

ndron hasarini 6nler veya azaltir (4).

2.3.1. Etki Mekanizmasi

Dantrolen; SR membranindan hiicre icine Ca*? saliveren RYR baskilar.
RYR, Ca™” bagmli protein olan kalmodulin tarafindan diizenlenir (4).

Memelilerde ii¢ farkli RYR tanimlanmistir. RYR1 daha sik olarak iskelet
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kaslarinda, RYR2 daha sik olarak kalp kasinda, RYR3 daha az miktarda olup
beyin, diiz kas hiicrelerinde bulunur (73). Dantrolen RYR1 ve RYR3’e etki eder
ve kalmodulin aktivitesini degistirerek Ca*? seviyelerini azaltir. Dantrolen
RYR2’ye etki etmez ve kalpte kasilma ile ilgili yan etkiye neden olmaz (74).
Dantrolen beyindeki reseptorlere baglanarak Ca*? dengesindeki bozulmalara karsi
beyin sinir hiicrelerini korur. Dantrolenin son zamanlarda hayvan hiicre kiiltiir
modellerinde, spinal kord hasar1, epilepsi nobeti ve iskemi gibi ¢ok sayida néronal

hasara kars1 hiicre 6liimiinii azalttigi gosterilmistir (75-79).

2.3.2. Dantrolenin Apoptotik Etki Mekanizmasi

Cesitli apoptozis modellerinde dantrolen noroprotektif etkisini membran
stabilizasyonu, protein katlanmasini Onleyerek infarkti kiiciiltmesi ve dokular
nekrozdan korumasi gibi farkli mekanizmalarla yapmaktadir (4). Dantrolen ER’
deki riyanodin ve IP; reseptor antagonistidir, izofluran tedavisinde ER” den Ca*?

serbestlesmesi ile meydana gelen apoptozisi inhibe eder (80, 81).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Gazi Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulundan
02.08.2010 tarih ve 10.088 kod numarali etik kurul onayr alindiktan sonra
TUBITAK tarafindan ‘1108514’ proje numaras: ile desteklenerek, Gazi
Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi Laboratuvarida

gercgeklestirildi.

3.1. Denekler

Calismada 200+25 gram agirliginda, geng eriskin, erkek Wistar cinsi
sicanlar kullanildi. Siganlarin beslenme ve su ihtiyaglar1 serbest beslenme ile
saglandi. Ortam 1silart 21£1°C’ye ayarh, 12 saat gece 12 saat gilindiiz olacak
sekilde aydinlatilan 6zel celik tel kafeslerde saklandi. Calismanin 7 giin

oncesinden ¢alisma bitimine kadar bu sartlarda tutuldular (Resim 2).

Resim 2. Siganlarin konuldugu 6zel gelik tel kafes
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Islem &ncesi siganlar rastgele 5 gruba ayrildilar:

Grup Kontrol (% 100 O;) (n=6): Kapali kafese konan si¢anlara 2 saat sadece
% 100 Oksijen (O,) uygulandi.

Grup izo (n=6): Kapali kafese konan siganlara 2 saat siireyle % 100 O, iginde
% 1,4 izofluran uygulandi.

Grup Izo+Dant (n=6): Sicanlara, intraperitoneal (ip) 10 mg/kg dantrolen
uygulandiktan 60 dakika (dk) sonra, 2 saat siireyle % 100 O, i¢inde % 1,4
izofluran uygulandi.

Grup izo+Ket (n=6): Sicanlara ketamin subkutan (sc) 40 mg/kg, uygulandiktan
60 dk sonra, 2 saat siireyle % 100 O i¢inde % 1,4 izofluran uygulandi.

Grup izo+Ket+Dant (n=6): Siganlara dantrolen ip 10 mg/kg hem de ketamin
sc 40 mg/kg uygulandiktan 60 dk sonrada kapali kafese konan sicanlara 2 saat

stireyle % 100 O, i¢inde % 1,4 izofluran uygulandi (Resim 3).
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Resim 3. Sicanlara anestezi uygulanan kapali kafes

3.2. Anestezi Uygulamalari

Sicanlarin 6zel kapali kafeste solunumlari spontan olarak devam ettirildi.
Kafesin oksijen ve izofluran konsantrasyonu ekspiryum havasinda, kalp hizi ve
oksijen satiirasyonu puls oksimetre ile siirekli monitorize edilerek takip edildi.
Siganlarin anestezi altindaki viicut 1silar rektal olarak siirekli monitérize edildi,
altina yerlestirilen 1sitic1 battaniye yardimiyla normal sinirlarda (37 + 0,5 °C) sabit
tutuldu, 10 dk ara ile kaydedildi. Her grubun deneyine giiniin ayni1 saatinde
(07:00) baslandi. Siganlar saydam yapili, gaz giris ve ¢ikis deligi bulunan kapali

kafese (anesthesia chamber) konuldu. Basingli oksijen tankindan akim olger ile
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gelen 4 L/dk O, standart izofluran vaporizatoriine (Ohmeda® Isotec 3 Abbott), %
1,4 izofluran ve % 100 O, karisimi ise bir hat yardimi ile anestezi kutusuna
baglandi. Anestezi verilen kutunun gaz ¢ikis hattina siirekli monitdrizasyon igin

gaz analizator detektorii baglandi.

Siganlar iki saatlik anestezi sonunda oda havasi solunan gézlem boliimiine

alindiktan sonra spontan hareketleri geri dondiigiinde kafeslerine yerlestirildi.

Islemden 6 saat sonra sicanlar, 60 mg/kg ketamin ip uygulanip,
intrakardiyak kan alinarak sakrifiye edildi. Otenazi sonrasi siganlarm beyin
dokularinin tamami hizla ¢ikarildi. Alinan dokular elektron mikroskobik inceleme
icin pH 7,4’te 1/15 p fosfat tamponlu % 2,5’luk glutaraldehit tespit soliisyonu
igine konuldu. Tespit sonras1 hipokampus dokusu dikey kesiyle belirlendi. Isik
mikroskobik inceleme i¢in 1 cm® biiytikliigiinde kesilen doku parcalar1 % 10’luk

notral formalinde 72 saat tespit edildi ve sonra parafine gomiildii.

3.3. Immunohistokimyasal Yontem

Kontrol ve deney gruplarina ait beyin dokusu bloklarindan polilizinli
camlara 4 pm kalinliginda kesitler alinarak immunohistokimyasal boyamalari
yapildi. Calismada hipokampus bolgesinde apoptozisin izlenmesi amaciyla;
kaspaz-9 (Caspase-9 LAB6/Ab- 4) tavsan poliklonal antikoru (Cat: RB- 1205-P,
Lot:1205P306), kaspaz-8 (Caspase-8 FLICE/Ab-4) tavsan poliklonal antikoru
(Cat: RB-1200-P, Lot: 1200P708C) ve kaspaz-3 (Caspase-3CPP32/Ab-4) tavsan
poliklonal antikoru (RB-1197-P, Lot: 1197P701) uygulandi. Sekonder kit olarak
Ultravision Detection System Anti-Rabbit HRP (RTU) (Cat: TP- 125 HL, Lot:
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PBN70509, Lab Vision, Fremont, USA) ve HRP/AEC (Cat: TA-007-HAC, Lot:

007HAC13565) kullanilda.

Kesitler 37°C’deki etiivde bir gece tutulduktan sonra deparafinizasyonu
kolaylagtirmak amaciyla etiiv 1s1s1 57°C’ye ¢ikarilarak 1 saat daha bekletildi.
Camlar deparafinizasyonu tamamlamak i¢in 2 kez 15’er dakika ksilolde
birakildiktan sonra sirastyla % 100’1k, % 96’lik ve % 80’lik alkol serilerinden
10’ar dakika gecirilerek sudan, 2 kez 5’er dakika distile sudan gegirilerek alkolden

temizlendi.

Kesitler doku icerisinde formaldehitin kapattig1 reseptor bolgelerinin agiga
c¢ikarilmasini saglamak amaciyla mikrodalga firinda 1 M sitrat tamponuna (pH: 6.
0) (Cat: AP-9003- 500, Lot: 9003LT13610, Lab Vision, Fremont, USA) etkin
birakildi. Oda 1s1sinda 20 dakika sogutulduktan sonra 15 dakika siireyle hidrojen
peroksit (Cat: TA-125-HP, Lot: 125HP14119, Lab Vision, Fremont, USA)

uygulandi ve endojen peroksidaz aktivitesi bloke edildi.

Daha sonra, camlar 3 kez 3’er dakika PBS (Phosphate Buffer Saline) (pH:
7.4) ile yikandiktan sonra 6zgilin olmayan baglanmalarin engellenmesi amaciyla 5
dakika Ultra V Block (Cat: TA-125-UB, Lot: AUB70803, Lab Vision, Fremont,
USA) uygulandi. Bloklama agamasinin ardindan kesitler yikanmadan Caspase-8
(Cat: RB-1200-P, Lot: 1200P708C), Caspase-9 (Cat: RB-1205-P, Lot: 1205P306)
ve Caspase-3 (RB-1197-P, Lot: 1197P701) primer antikorlarina etkin birakilarak
60 dakika bekletildi. Camlar 60 dakikanin sonunda 3 kez 3’er dakika PBS ile
yikandiktan sonra 20 dakika biyotinli sekonder antikor (Cat:TR-125-BN, Lot:

RBN70115, Lab Vision, Fremont, USA) uygulanarak primer antikora baglanmasi
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saglandi. Tekrar PBS ile yikandiktan sonra dokular enzimin biyotine baglanmasi
amactyla 20 dakika streptavidin peroksidaz enzim kompleksine (Cat: TS-125-

HR, Lot: SHR70515, Lab Vision, Fremont, USA) brrakildi.

Camlar tekrar PBS ile yikandiktan sonra kromojen olan AEC (3-amino-9-

ethylcarbazole) (Cat:TA-007-HAC, Lot: 007HAC13565, Lab Vision, Fremont,

USA) uygulanarak gozle goriilebilen immiin reaksiyonun agiga ¢ikmasi saglandi.

Zemin boyamasinda Mayer’in Hematoksileni (Cat: TA-125-MH, Lot:
AMH70809, Lab Vision, Fremont, USA) kullanildi ve camlar Ultramount (Cat:
TA-125-UG, Lot: VM 13518, Lab Vision, Fremont, USA) ile kapatildi. Kesitler
Leica DM 4000 (Germany) bilgisayar destekli goriintiileme sisteminde, Leica Q

Vin 3 programinda degerlendirildi ve fotograflandi.
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4 Istatistiksel Analiz

[statistiksel degerlendirme SPSS 15.0 bilgisayar programi kullanilarak
gerceklestirildi. Veriler, Ortalama + Standart deviasyon (Ort. = Sd) ve ortanca

(minimum-maksimum degerler) olarak sunuldu.

Tim gruplar i¢in tanimlayici istatistikler yapildiktan sonra gruplarin ortalama
kaspaz 3, 8 ve 9 degerleri arasindaki fark Kruskal-Wallis Varyans Analizi ile
degerlendirildi. Istatistiksel olarak anlamli farkin kaynaklandigi gruplari saptamak
icin non parametrik testlerden ‘Bonferroni’ diizeltmeli Mann-Whitney U Testi

kullanildi ve p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1.1. Hipokampus CA-1 bolgesindeki kaspaz 3, 8 ve 9 sonuclari

Hipokampus CA-1 bdlgesi kaspaz 3, 8 ve 9 sonuglarinin kontrol grubuna

gore karsilastirmalar1 Tablo 4’te sunulmustur.

Hipokampus CA-1 bolgesinde kaspaz 3 icin yapilan kesitlerde grup Izo ve
grup Izo+Ket’te immiin tutulum gosteren ortalama hiicre sayilari, kontrol
grubundan istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (p=0.004 ve p=0.004).
Kaspaz 8 ve 9 icin yapilan kesitlerde ise grup izo, grup Izo+Ket ve grup
[zo+Ket+Dant’ta immiin tutulum gosteren ortalama hiicre sayilar1 kontrol
grubundan istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (p=0.004, p=0.004 ve
p=0.004). Ancak grup Izo+Dant’ta kaspaz 3, 8 ve 9 ait sonuglarda kontrole gére

istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (Tablo 4).

Hipokampus CA-1 kaspaz 3, 8 ve 9 sonuglarmin gruplar arasinda
karsilastirmalarina ait tiim sonuglar toplu olarak degerlendirildiginde ise grup
[zo+Ket’te immun tutulum gdsteren ortalama hiicre sayilar1 tiim diger gruplardan
(grup izo, grup Izo+Dant ve grup Izo+Ket+Dant) istatistiksel olarak anlamli
yiiksek bulundu (p=0.004). Grup izo’da immun tutulum gdsteren hiicre sayilari
sadece grup Izo+Dant’tan istatistiksel olarak yiiksek bulundu (p=0.04). Grup
[zo+Ket+Dant’ta ise sadece grup izo+Dant’tan istatistiksel olarak yiiksek bulundu

(p=0.04) (Tablo 4).
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Tablo 4. Hipokampus CA-1 bolgesindeki kaspaz 3, 8 ve 9’a ait immuntutulum
gosteren hiicre sayilari [Ort. = Sd ve ortanca (minumum-maksimum degerler)]

Kaspaz-3

Kaspaz-8

Kaspaz-9

Grup Kontrol
(n=6)

15,7£1,9

15,2 (14,0-19,2)

15,2+1,6

15,2 (12,3-16,8)

16,0+1,8

15,6 (14,3-18,3)

Grup Izo 21,5+2,0%# 21,4+1 4*# 22,0+1,6*#
(n=6) 20,8 (19,7-24,7) 21,6 (18,8-23,0) 22,6 (19,8-23,8)
Grup 16,5+0,5 16,0+0,5 16,6+0,6
izo+Dant

16,6 (15,8-17,1) 16,0 (15,3-16,5) 16,7 (16,0-18,0)
(n=6)
Grup izo+Ket 29,61, 7*#§ 28,3+1,0%#§ 30,0+4,0%#§
(n=6) 29,3 (27,3-32,5) 27,8 (27,3-29,8) 29,8 (24,8-36,0)
Grup 19,9+1,6# 19,0+1,5%# 20,41, 2%#
Izo+Ket+Dant

19,9 (18,1-22,3) 18,8 (17,3-21,7) 20,1 (19,2-22,7)
(n=6)

*p<0.05 kontrol grubu ile karsilagtirma

#p<0.05 grup Izo+Dant ile karsilastirma

§p<0.05 grup Izo+Ket+Dant ile karsilastirma
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4.1.2. Hipokampus dentat girus bolgesindeki kaspaz 3, 8 ve 9 sonuclari

Hipokampus dentat girus kaspaz 3, 8 ve 9 sonuglarinin kontrol grubuna

gore karsilastirmalar1 Tablo 5’te sunulmustur.

Hipokampus dentat girus bolgesinde kaspaz 3 ve 8 icin yapilan kesitlerde
grup Izo ve grup Izo+Ket’te immiin tutulum gdsteren ortalama hiicre sayilari
kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (p=0.004 ve
p=0.004). Kaspaz 9 icin yapilan kesitlerde ise grup Izo, grup izo+Ket ve grup
[zo+Ket+Dant’ta immiin tutulum gosteren ortalama hiicre sayilar1 kontrol
grubundan istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (p=0.004). Ancak grup
[zo+Dant’ta kaspaz 3, 8 ve 9 ait sonucglarda kontrole gore istatistiksel olarak

anlamli bir farka rastlanmadi (Tablo 5).

Hipokampus dentat girus kaspaz 3 ve 8 sonuglarinin gruplar arasi
karsilastirmalarma gore grup Izo+Ket’te immun tutulum gdsteren ortalama hiicre
saylar1 tiim diger gruplardan (grup izo, grup izo+Dant ve grup izo+Ket+Dant)
istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (p=0.004). Grup Izo+Ket’te kaspaz 9
ise grup Izo’ya benzer ancak diger iki gruptan (grup Izo+Dant ve grup
[zo+Ket+Dant) istatistiksel olarak yiiksek bulundu  (p=0.04). Grup
[zo+Ket+Dant’ta kaspaz 3 ve 9 sadece grup Izo’dan istatistiksel olarak anlamli
sekilde diisiik bulundu (p=0.04). Ancak grup Izo+Ket+Dant’ta kaspaz 3, 8 ve 9
grup Izo+Dant arasinda istatistiksel olarak anlamli farka rastlanmad: (kaspaz 3, 8

ve 9 i¢in sirasiyla p=0.077, p=0.037 ve p=0.010) (Tablo 5).
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Tablo 5. Hipokampus dentat girus bolgesindeki kaspaz 3, 8 ve 9a ait immun

tutulum gosteren hiicre sayilari [Ort. = Sd ve ortanca (minumum-maksimum

degerler)]

Kaspaz-3

Kaspaz-8

Kaspaz-9

Grup Kontrol
(n=6)

18,5+2,2

18,9 (15,5-21,0)

16,5+1,3

16,7 (14,7-17,7)

18,4+1,8

18,7 (15,8-20,5)

Grup Izo
(n=6)

24,740,943

24.5 (23,7-26,1)

22,7£0,9*#

22,8 (21,5-23,7)

29,743 8%#§

28,5 (25,5-34,3)

Grup Izo+Dant

(n=6)

19,4+1,8

19,2 (17,2-22,0)

18,1+1,0

18,1 (16,5-19,3)

19,9+1,6

20,1 (17,2-21,5)

Grup izo+Ket 34,2+1,4*#§ 30,2+2,0*#§ 39,33, 1*#§
(n=6)

34,7 (31,5-35,7) 30,2 (26,7-32,7) | 40,6 (33,8-42,5)
Grup 21,0+1,4 20,4+1,8 22,9+1,7*
Izo+Ket+Dant
(n=6) 21,3 (18,5-22,3) 20,8 (17,2-22,2) | 22,6 (20,8-25,8)

*p<0.05 kontrol grubu ile karsilastirma

#p<0.05grup izo+Dant ile karsilastirma

§p<0.05 grup Izo+Ket+Dant ile karsilastirma




4.2. Hipokampus dokusunun histolojik degerlendirmesi
4.2.1. Kaspaz 3 Bulgulan

Kontrol grubuna % 100 O, uygulamasindan hemen sonra alinan

hipokampus 6rneklerinde belirgin bir kaspaz 3 immunreaktivitesine rastlanmadi.

Grup Izo’da; kaspaz 3 tutulumunun belirgin oldugu goriildii. CA-1 ve
dentat girus bolgesinde tutulum belirgindi. Biiylik biyiitmeli (x 400)
incelemelerde her iki bolgede de kaspaz 3 immunreaktivitesinin bir 6nceki gruba

karsin artmust1 (Resim 4, 111A ve 111B).

Grup Izo+Dant’ta hipokampus &rnekleri degerlendirildiginde tutulumun
grup Izo’ya goére azaldigi belirlendi. Hem CA-1 hem de dentat girustaki
ndronlarin, ¢ekirdek yapilar1 ve belirgin ¢ekirdekgikleriyle ayirt edilmesine karsin
yer yer ndrodejenerasyona rastlandi. Bu gruba ait damarlarda ve piamaterde

tutulum ise orta derecedeydi (Resim 4, I11C ve IIID).

Grup izo+Ket+Dant hipokampus 6rneklerinde izlenen kaspaz 3 tutulumu
grup Izo+Ket’e benzerdi. Dentat girusda grup izo+Ket’e gére nérodejeneratif

bulgularin azalmasi dikkat cekti.

Grup Izo+Ket’teki hipokampus 6rneklerinde tutulum yaygindi. Her iki
bolgedeki noronlarda ve komsu alanlarda kaspaz 3 tutulumu vardi. Bazi
noronlarda periselliiler ve intrasitoplazmik 6dem izlendi. Bu gruba ait damarlarda

ve piamaterde tutulum artis gosteriyordu (Resim 4, 11IE ve I1IF).
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Resim 4. Kaspaz 3 Hipokampus doku &rneklerinde grup 1zo’ya ait CA-1

bolgesi (IIIA), dentat girus bolgesi (IIIB), grup izo+Dant’a ait CA-1 bolgesi
(I1IC), dentat girus bolgesi (IIID), grup Izo+Ket’e ait CA-1 bélgesi (IIIE) ve
dentat girus (IIIF) bolgesindeki kaspaz 9 immunreaktivitesi (—) izleniyor

(immunperoksidaz & hematoksilen, X IA, IB, IC, ID, IE, IF X 400)
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4.2.2. Kaspaz 8 Bulgulari

Normal oda havasi ile solunumuna devam eden, her hangi bir ilag
verilmeyen siganlarin hipokampus dokusunda kaspaz 8 immunreaktivitesinin
zayif oldugu goriildii. Her iki bolgedeki noronlar normal goriiniimde ve simirlar

belirgin sekilde hiicre zar biitiinliigii korunmus bulundu.

Kontrol grubuna % 100 O; uygulamasindan hemen sonra alinan
hipokampus ornekleri ise normal oda havasi uygulanan gruba benzerdi. Kaspaz 8
tutulumu degerlendirildiginde CA-1 bdlgesinde ve dentat girusa ait bazi

ndronlarda zayif immunreaktivite gozlendi.

Grup Izo’da; hipokampus drneklerinde tiim tabakalar genel dzellikleriyle
ayirt edildi. Ancak dentat girus tabakasindaki ayrilma dikkat ¢ekiciydi. Biiyiik
bliylitmelerde yapilan incelemelerde CA-1 bdlgesindeki noronlarda c¢ekirdek
sinirlart diizenli, kromatin dagilimi normal ve ¢ekirdekgik belirgindi. Dentat girus
bolgesinde ise bazi noronlarda periselliiler ve intrasitoplazmik 6dem izlendi. Bazi
damarlarda zayif-orta dereceli kaspaz 8 immunreaktivitesi gozlendi. Piamaterdeki

kaspaz 8 tutulumu ise orta derecedeydi (Resim 5, 1A ve IB).

Grup Izo+Dant’ta hipokampus oOrnekleri grup izo’ya benzerdi. Tiim
tabakalardaki damarlarda goreceli artis belirlendi. Bu gruba ait biiyiik biiytitmeli
incelemelerde CA-1 bolgesindeki néronlar normal sekil ve gekirdek yapilariyla
ayirt edilirken, dentat girus bolgesindeki bazi noronlarda yer yer biiziilme
saptandi. Damarlarda ve piamaterde ise yer yer zayif yer yer de orta dereceli

kaspaz 8 immunreaktivitesi belirlendi (Resim 5, IC ve ID).
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Grup Izo+Ket+Dant’ta alinan hipokampus drneklerinde tiim tabakalar ayirt
edilmesine karsin diger gruplardan ayricalikli olarak dentat girus tabakasindaki
ayrilmanin hilusa komsu tim sinir boyunca belirginlestigi goriildii. Daha biiylik
biiyiitmelerde (x 400) yapilan incelemelerde CA-1 bolgesinde piramidal
noronlarin dizilimi normal bulundu. Ancak hipokampal polimorfik tabakadaki
hiicrelerde periselliiller ve intrasitoplazmik O0dem ayirt edildi. Dentat girus
tabakasindaki ayrilmaya piramidal néronlardaki belirgin biiziilme, hiicre ve
¢ekirdek smirlarinda diizensizlik eslik ediyordu. Bu gruba ait damarlarda ve

piamaterde ise immunreaktivite orta dereceliydi.

Grup Izo+Ket’teki hipokampus &rneklerinde biitiinliigiin yer yer
bozuldugu gériildii. Ozellikle dentat girus tabakasinda belirgin dejenerasyon
dikkat c¢ekti. Biliylik biiyiitmelerde yapilan incelemelerde, CA-1 bdlgesindeki
noronlarda yer yer hiicre ve cekirdek sinirlarinda diizensizlikle birlikte ¢ekirdek
kromatininde yogunluk saptandi. Bu bolgedeki ndronlarda tutulum zayifti. Ayni
gruba ait dentat girus bdlgesindeki ndronlar normal goriiniimleriyle ayirt edildi.
Bu gruba ait damarlar ve piamaterde ise grup izo+Dant’a benzer olarak zayiftan

orta dereceye dogru degisen immunreaktivite vardi (Resim 5, IE ve IF).
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Resim 5. Kaspaz 8 Hipokampus doku &rneklerinde grup 1zo’ya ait CA-1

bolgesi (IA), dentat girus bolgesi (IB), grup Izo+Dant’a ait CA-1 bélgesi (IC),
dentat girus bolgesi (ID), grup Izo+Ket’e ait CA-1 bolgesi (IE) ve dentat girus
(IF) bolgesindeki kaspaz 8 immunreaktivitesi (—) izleniyor (immunperoksidaz &

hemotoksilen, X IA, IB, IC, ID, IE, IF X 400)
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4.2.3. Kaspaz 9 Bulgulan

Normal oda havasi ile solunumuna devam eden, her hangi bir ilag
verilmeyen sicanlarin hipokampus dokusu ornekleri degerlendirildiginde, CA-1
bolgesindeki bazi noronlarda ortadan kuvvetliye degisen kaspaz 9
immunreaktivitesi belirlenirken, dentat girus tabakasindaki noronlarda ise tutulum

son derece zayifti.

Kontrol grubuna % 100 O, uygulamas: sonrasinda alinan hipokampus
orneklerinde kaspaz 9 tutulumunun biraz daha arttig1 belirlendi. Biiyiik bitytitmeli
incelemelerde de CA-1 tabakasinda ve hipokampal polimorfik tabakadaki bazi
noronlarda da immunreaktivite goriildii. Dentat girus tabakasindaki noronlarda
tutulumun zayif olmasina karsin, hilus bolgesindeki ndronlarda yer yer zayif yer
yer orta dereceli tutulum vardi. Bu gruba ait bazi damarlarda ve piamaterde ise

immunreaktivite oda havasi soluyan gruba gore artmisti.

Grup Izo’da alinan hipokampus &rneklerinde; hem CA-1 hem de dentat
girus tabakalarmda kaspaz 9 tutulumunun arttigi belirlendi. CA-1 bdlgesine
komsu alanlardaki noronlarda da belirgin kaspaz 9 immunreaktivitesi ayirt edildi.
Dentat girus bolgesindeki noronlarda orta dereceli tutulum gorildii. Hilus
bolgesindeki noronlardaki kaspaz 9 tutulumu ise bir dnceki gruba goére arttig
goriildii. Bu gruba ait damarlarda orta dereceli immunreaktivite izlenirken,

piamaterdeki tutulumu artryordu (Resim 6, 1A ve 1IB).

Grup Izo+Dant’ta, alinan hipokampus 6rneklerinde, tutulum grup Izo’ya

gore azalmisti. CA-1 bolgesindeki piramidal néronlarda tutulum ortadan
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kuvvetliye degisiyordu. Bu bulguya benzer olarak dentat girus tabakasindaki ve
komsu alanlardaki néronlarda da tutulum grup Izo’ya benzerdi fakat ondan farkl:

olarak piamaterdeki tutulum belirgin olarak azalmist1 (Resim 6, 1IC ve I1ID).

Grup izo+Ket+Dant’a ait hipokampus 6rneklerinde, CA-1 bodlgesindeki
noronlarda kaspaz 9 immunreaktivitesinin grup izo+Ket’e gore azalmisti. Dentat
girus tabakasinda ve komsu alanlarda da yer yer kuvvetli kaspaz 9
immunreaktivitesi gosteren noronlar belirgindi. Bu gruba ait damarlarda ve

piamaterde tutulum artiyordu.

Grup Izo+Ket’te alman hipokampus orneklerinde; tutulumun daha da
arttigi goriildii. Dentat girus tabakasmnin hilusa komsu bolgelerinde doku
biitiinliiginiin bozuldugu, vakuolize alanlar vardi. Biiyiik biiytitmeli incelemelerde
CA-1, dentat girus tabakasi ve komsu alanlarda kaspaz 9 tutulumu gosteren
ndronlarin yani sira, bazi noronlarda periselliiler ve intrasitoplazmik ©6dem
belirgindi. Bu gruba ait damarlarda ve piamaterde tutulum orta derecedeydi

(Resim 6, IIE ve IIF).
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Resim 6. Kaspaz 9 Hipokampus doku drneklerinde grup izo’ya ait CA-1
bolgesi (11A), dentat girus bdlgesi (IIB), grup Izo+Dant’a ait CA-1 bolgesi (1IC),
dentat girus bolgesi (IID), grup izo+Ket’e ait CA-1 bolgesi (IIE) ve dentat girus
(ITF) bolgesindeki kaspaz 9 immunreaktivitesi (—) izleniyor (immunperoksidaz &

hemotoksilen, X 1A, IB, IC, ID, IE, IF X 400)
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5. TARTISMA

Bu aragtirmada hipokampus CA-1 ve dentat girus bdlgelerinden yapilan
seri kesitlerde grup izo ve grup izo+Ket i¢in kaspaz 3, 8 ve 9’a ait immun tutulum
gosteren  hiicre  sayilarinin  kontrol —grubuna gore artarak  apoptotik
norodejenerasyon gosterdigi bulunmustur. Hipokampusun hem CA-1 hem de
dentat girus bolgelerinde grup izo+Ket’te kaspaz 3, 8 ve 9 agisindan immun
tutulum gdsteren hiicre sayilarmin gerek grup Izo+Dant gerekse grup
[zo+Ket+Dant’tan anlamli  sekilde fazla oldugu gdzlenmistir. Ancak
hipoksampusun hem CA-1 hem de dentat girus bdlgelerinde grup Izo+Dant’ta
kaspaz 3, 8 ve 9’a ait immunohistokimyasal sonuglar1 kontrol grubundan fark
gdstermemistir. Hatta hipokampus dentat bolgesinde grup Izo+Dant ile grup

[zo+Ket+Dant arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamustir.

Volatil anesteziklerden izofluranin apoptotik etkileriyle ilgili bu giine dek
pek ¢ok ¢alisma yapilmistir (2, 7, 80 - 85). Degisik sonuglar bulunmasina ragmen
son zamanlardaki ¢alismalarda, izofluranin apoptozise neden oldugu goriisii daha
on plandadir (7). Yapilan bir ¢caligmada 5-6 aylik sicanlarda prefrontal korteks
bolgesine % 1,4 izofluran 15 dk ara ile 2 saatlik 3 kez uygulandiginda, kontrol
grubuna (kapali kafeste % 100 O, uygulanmis) gore kaspaz 3 tutulumunun anlamh
derecede arttig1 gozlemlenmistir. Siganlara % 1,4 izofluran 15 dk ara ile 2 saat
uygulandiginda kan basinci, kan gaz dengesi ve karbondioksit birikimi gibi
degerlerde degisiklige neden olmadigi gozlemlenmistir. Bir parsiyel NMDA
reseptor antagonisti olan memantin, izofluranin sitozolik Ca*?artist ile indiikledigi

kaspaz 3 artig1 Ve apoptozisi azalttigi saptanmistir (68).
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Iki-lic aylik sicanlarda izofluranin farkli (% 1, 15 ve % 2)
konsantrasyonda 1 saatlik uygulamalarindan 3 saat sonra sakrifikasyon yapilarak
hipokampus CA-1 bolgesinde gbzlenen apoptozis oranlart karsilastirildiginda, %
I’lik izofluran uygulamasinda % 2’lik izofluranda goézlenenden daha yliksek
oranda norodejenerasyon oldugu bulunmustur. Buna paralel olarak 6grenme ve
bellek gibi hipokampus fonksiyonlarinin diisiik konsantrasyonda daha fazla
bozuldugu goézlemlenmistir (82). Calismamizda ise Zhang ve arkadaslarina (68)
benzer sekilde % 1,4 izofluran ile 2 saatlik anesteziden 6 saat sonra sakrifikasyon

yapilan siganlarda apoptozisin arttigi gézlendi.

Bir bagka arastirmada siganlarda, kapali kafeste 2 saatlik % 100 O, i¢inde
% 1,4 izofluran uygulamasindan 2, 6, 12 ve 24 saat sonra sakrifiye edilen
siganlarda, serebral kortekste kaspaz 3 aktivitesi arastirilmistir. Kontrol (% 100 O,
kapali kafeste 2 saatlik uygulama) grubuna gore % 100 O iginde % 1,4 izofluran
uygulanip 6 saat sonra sakrifiye edilen sicanlarda serebral kortekste kaspaz 3’iin
immunohistokimyasal tutulumu daha yiiksek bulunmustur. Ayni anestezi
protokoliinden 2 ve 24 saat sonra sakrifiye edilen si¢anlarda ise istatistiksel olarak
anlaml1 derecede kaspaz 3 tutulumuna rastlanmamistir. Anesteziden 2 saat sonra
izoflurana bagl kaspaz 3 aktivasyonu icin erken, 24 veya 48. saatler ise apoptotik
hiicreler beyinden hizla temizlenecegi i¢in apoptozisin saptanmasi agisindan geg
oldugu sonucuna varilmistir (83). Bu nedenle % 1,4 izofluranin 2 saat
uygulanmasindan 6 saat sonra Sakrifiye ederek yaptigimiz ¢alismada izofluranin

apoptotik etkisi bakimindan, izofluran konsantrasyonu ve uygulama siiresi,
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sakrifikasyon zamani ve kaspaz 3 tutulum agisindan bu calisma ile benzer

ozelliktedir.

Gelismekte olan 7 giinlik siganlarda 4 saatlik, % 100 O, i¢inde % 0,75
izofluran, % 70 zenon ile % 30 O, ve % 0,75 izofluran % 70 zenon geri kalan
kismmin O; ile tamamlandigi anestezi protokollerinden 2 saatte sonra sakrifiye
edilen siganlarda serebral korteks, putamen ve/veya kaudat niikleus bolgelerinden
immunohistokimyasal olarak yapilan kaspaz 3 tutulumuna bakildiginda, kontrol
grubuna goére her 3 grupta da anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Zenonun
izofluran ile kombinasyonun sadece izofluran uygulanan grup ile
karsilastirildiginda apoptozisi azalttigi gozlemlenmistir (84). Bizim ¢aligmamizda
da geng eriskin siganlarda, hipokampus CA-1 ve dentat girus bolgelerinde,
immunohistokimyasal olarak yapilan kaspaz 3, 8 wve 9 tutulumu
degerlendirildiginde, Sicanlarin yaslari, izofluran konsantrasyon ve siiresi,
sakrifiye edilme zamani ve beyindeki degerlendirilen bdlgenin farkli olmasina

ragmen bulgularimiz % 1,4 izofluran ile apoptozisin indiiklendigini gostermistir.

Hiicre kiiltirii kullanilarak yapilan bir ¢aligmada; % 2,4 izofluran ve % 4
sevofluran (yaklasik 2 MAK) 24 saat uygulandiginda serebral korteksteki
noronlarda kaspaz 3 ve 9 tutulumu degerlendirildiginde, izofluran uygulama
sonrast artig Saptanirken, sevofluranda bu etki gozlemlenmemistir (81). Bu
nedenle bizde c¢alismamizin hipotezini olustururken volatil anesteziklerden

izofluran ile indiiklenen apoptozis modelini tercih ettik.
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Geng eriskin siganlarda yapilan farkli bir ¢alismada; % 100 O icinde % 1,3
izofluran 6 saat siireyle uygulanmisg, diger gruba ise 75 mg/kg ketamin baslangig
doz olarak verilmis, spontan solunum devam ederken Kklip tipi puls oksimetreyi
tolore edecek sekilde yaklasik her 1-3 saatte bir benzer dozlar tekrarlanmis ve
mitojenik belirteg¢ olan 5-bromo-2-deoksiuridin (BrdU) 200 mg/kg ip uygulanmus.
Anesteziden 2 saat sonra ketamin 75 mg/kg ve pentobarbital 20 mg/kg ile
sakrifikasyon sonrasi hipokampus dentat girus bolgesinden immunoperoksidaz
teknigi ile BrdU hiicre sayisinin, hem izofluran grubunda hem de ketamin
grubunda, kontrol grubundan farkli olmadigi saptanmistir. Ayni protokoliin gece
ve giindiiz uygulamalar1 arasinda fark olmamasi nedeniyle, izofluranin sirkadiyen
etkisi olmadigi sonucuna varilmistir (85). Bu tez c¢alismasinda geng eriskin
siganlarda benzer izofluran konsantrasyonlar1 ve daha diisiik ketamin dozlari
kullanilmasina ragmen, bizden farkli olarak muhtemelen apoptozisi gosterme
tekniginin  farkli olmast nedeniyle norodejenerasyonun saptanamadigini

diisiiniiyoruz.

Yine 7 giinliik siganlarda sc ketamin 5, 10, ve 20 mg/kg, tek veya birden
cok (yaklasik 2 saat ara ile) uygulamasindan 6 saat sonra kaspaz 3 ELISA ile
frontal kortekste degerlendirildiginde, ketamin 5 ve 10 mg/kg dozlarinin 6 kez,
20 mg/kg’in 1 ve 3 kez tekrarlanmasina ragmen norotoksik etki goriilmemistir.
Ancak ketamin 20 mg/kg dozunda 6 kez tekrarlandiginda kaspaz 3 tutulumunun
onemli derecede arttig1 gézlemlenmistir. Diger bir ifade ile 20 mg/kg ketaminin
tekrarlayan dozlarmdan 2 ve 4 saat sonraki apoptotik hiicre degerlendirmesi

kontrol grubuna gore istatistiksel olarak farklilik gostermemistir. Ketamin sc
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uygulamasindan 5 dk sonra beyin ve plazma en yliksek degerine ulastigi, 2-4 saat
sonra diismeye baglayarak yaklasik 6 saat sonra sifir degerine yaklastigi
belirtilmistir (86). Bu bulgulara paralel sekilde ¢alismamizda geng eriskin
sicanlara ketamin sc 40 mg/kg tek doz uygulamasinda bile apoptotik etkinin
artigr saptandi. Calismamizda tiim gruplardaki siganlar 60 mg/kg ketamin
uygulanip intrakardiyak kan alinarak sakrifikasyon yapildi ve hizlica beyin
dokusu c¢ikarildi. Bu ¢alismada da belirtildigi gibi ketamin uygulanmasindan 5 dk
sonra beyin ve plazma en yiiksek degerine ulagmistir, apoptotik etkide 4 saat

sonra bile anlamli bir artis izlenmemistir.

Benzer sekildeki bagka bir ¢aligmada yine 7 giinliik sicanlarda ketaminin
farkli dozlar1 5, 10, ve 20 mg/kg 6 saat siiresince, 90 dk ara ile tekrarlanmas,
baslangi¢c dozundan 6 saat sonra pentobarbital ip 100 mg/kg verilerek sakrifiye
edilmis ve Kkorteks ile talamusta apoptozis degerlendirilmistir. Ketaminin neden
oldugu apoptoziste kaspaz 3 aktivasyonu 12 saat sonra artmis ve 24. saatte en
yiiksek seviyeye ulasmistir. Hiicre kiiltiriindeki degerlendirmede ketamin 6 saat
stireyle uygulandiginda anlamli degisiklik gostermezken, 48 saatlik uygulamada

istatistiksel olarak anlamli nérodejenerasyon saptanmistir (87).

Bagka bir calismada yine 7 giinliik siganlarda, 20 mg/kg ketaminin 2 saat ara
ile 6 kez tekrarlanmis, son ila¢ dozundan 6 saat sonra frontal kortekste kantitatif
polimeraz zincir reaksiyonu ve in situ hibridizasyon ile degerlendirilmistir.
NMDA reseptoriine ait mRNA sinyalinin arttigi ve apoptozise neden oldugu
gbzlemlenmistir (88). Yedi giinliik siganlarda yapilan baska bir ¢alismada, 20

mg/kg ketaminin 2 saat ara ile 6 kez uygulandiginda Siganlarda beynin frontal lob
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incelemesinde ‘MicroPET’ goriintileme (High-resolution positron emission
tomography) ile apoptotik tutulum gosterilmis ve bu tutulum ELISA yontemiyle
dogrulanmistir (89). Bizim ¢aligmamiza gore daha kiiciik sicanlarda, farkli doz ve
stirelerde ketamin ile norodejenerasyon igin degisik yontemler kullanilmasina
ragmen ketaminin apoptotik etkisi gosterilmesi nedeniyle bu calismalar bizim

yaptigimiz ¢alismayi destekler niteliktedir.

Hiicre kiiltiiriinde yapilan bagka bir arastirmada Kketaminin 48 saat
uygulanmasi sonunda Bax/Bcl-2 oran1 ve kaspaz 3 tutulumundaki degisme sonucu
apoptozise neden oldugu gosterilmistir (90). Calismamizda da oldugu gibi
ketaminin apoptozis yapici etkisini daha ¢ok mitokondriyal veya kaspaz 9 ve onun

aktiflestirdigi kaspaz 3 lizerinden oldugunu desteklemistir.

Geng erigkin farelere 1, 3 ve 6 ay siireyle 30 mg/kg/glin dozunda ketamin
uygulanmigtir. Ketaminin 6 ay siireyle uygulanmast sonrasinda, farelerin
noromiiskiiler fonksiyonlarinda ve yer-yon bulma becerisinde dnemli derecede
bozulma oldugu, 6grenme ve caligma Yyetisinin ise etkilenmedigi goriilmis, ayni
zamanda prefrontal kortekste anlamli derecede apoptozis gelistigi saptanmustir.
Ketaminin fareler i¢in LDsg (Letal Doz) degerinin 600 mg/kg oldugu literatiirde
bildirildiginden, 30 mg/kg’1 sadece sedasyon veya 6fori dozu oldugu belirtilmistir
(91). Bu calismalarda apoptozisin saptanamamasini, bizim c¢alismamiza goére
diisik doz kullanmalarma ve farkli yontemle (terminal deoxynucleotidyl-
transferase-mediated dUTP nick-end labeling; TUNEL ve Western Blot)

degerlendirmelerine baglayabiliriz.
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Dantrolenin SR’den sitozole Ca*? saliverilmesini 6nleyerek hiicre hasarlarina
kars1 koruyucu etkinligi son zamanlarda artan ilgiyle arastiriimaktadir (92).
Ekstraseliiler alandan sitozole Ca™ girisi, cesitli Ca™ bagimli enzimleri
aktiflestirerek geri doniisiimsiiz hiicre hasarin1 baglatir, mitokondri ve ER
fonksiyon bozuklugu sonrasi hiicre 6liimiine neden olur. Tavsanlarda travmatik
spinal kord hasarina dantrolenin koruyucu etkisi arastirilmigtir. Travmatik spinal
kord hasart olusturulan tavsanlara 10 mg/kg dantrolen verilmis ve apoptotik
hiicreler TUNEL yontemi ile degerlendirilmis. Spinal kord hasarindan sonra
apoptotik hiicrelerin belirgin olarak arttigi, beraberinde dantrolen uygulanan
grupta ise apoptozisin daha az oldugu saptanmistir (93). Beyin iskemisi
olusturulmus eriskin siganlarda ise sol ventrikiil i¢ine 3 giin siiresince dantrolen
verilerek 4 saat sonra hipokampus CA-1 bolgesi TUNEL yontemiyle
degerlendirildiginde, dantrolenin iskemi sonrasi, sinir hiicresi olimi ve
beraberinde meydana gelen hiicre DNA parcalanmasin1 6nledigi bulunmustur
(94). Hipoksik beyin hasari olusturulan yedi giinliik sicanlarda da dantrolenin,
yiiksek oranda noroprotektif etkinligi oldugu gézlemlenmistir (95). Geng eriskin
siganlarin kullanildigi orta serebral arteri tikanarak olusturulan gegici iskemi
modelinde, iskeminin kenar bolgelerinde, 1 ve 4. saatlerde degisiklik olmaz iken,
24. saatte anlamli derecede artmigtir. Gegici iskemiden 90 dk sonra verilen 20 ug
dantrolen ile, iskemiden 24 saat sonra iskeminin kenar bdlgelerinde azalma
olmasina karsin, merkezi bolgesinde 4 ve 24. saatlerde degisiklik saptanmamistir
(92). Dantrolen ile ilgili ¢alismalarda dantrolenin gegici beyin iskemi modelinde,
infarkt alanini kiigiilttiigii ve néroprotektif etkisinin oldugu sonucuna ulasilmistir.

Hiicre kiiltiirii kullanilarak yapilan bir calismada; % 2,4 izofluran (yaklasik 2

49



MAK) 24 saat uygulandiginda serebral korteksteki noronlarda apoptotik hiicreleri
kontrol grubuna gore (%2’ye karsin % 17) artirdign saptanmustir. izofluran
uygulamasindan 30 dk once dantrolen uygulandiginda ise, izoflurana bagl gelisen
apoptotik  hiicre sayisim1 (% 17°den  %7°ye) Onemli Olgiide azalttigi

gozlemlenmistir (81).

Biz de % 1,4 izoflurant 2 saat uyguladigimiz geng eriskin siganlarda,
hipokampus CA-1 ve dentat girus bélgelerinde kontrol grubuna gore, kaspaz 3, 8
ve 9 immun tutulumu yaklasik % 40-50 oraminda artmustir. Grup izo’ya dantrolen
eklendiginde ise, grup Izo’ya bagl gelisen apoptozis oranlari kaspaz 3, 8 ve 9 icin
yaklasik % 40 azalmistir. Dantrolenin kullanildig1 ¢alismalarda bu arastirmadan
farkli olarak TUNEL yontemi kullanilmis olsa da, izofluranin indiikledigi kaspaz
9 tutulumunun daha baskin oldugu intrensek veya mitokondriyal yolagi
kullanarak olusturdugu norodejeneratif etki, ketaminin eklenmesi ile daha da

arttig1 ve dantrolenin eklenmesiyle ise bu etkinin azaldigi sonucuna varilmistir.

Sonug olarak siganlarda % 1,4 izofluranla indiiklenen apoptozis modelinde 40
mg/kg ketamin eklenmesi ile noérodejeneratif etki daha da artarken, 10 mg/kg
dantrolenle izofluranin bu nd&rodejeneratif etkisini hem intrensek hem de
ekstrensek apoptosiz yolaklarindaki kaspaz 3, 8 ve 9 {izerinden noroprotektif etki

gosterdigi saptanmustir.
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6. SONUC

Geng erigkin siganlarda % 1,4 izofluran uygulamasi sonrasi, kaspaz 3, 8 ve
9 incelendiginde, intrensek ve ekstrensek yolak {iizerinden apoptozisin
hipokampusun hem CA-1 hem de dentat girus bolgesinde indiiklenerek

norodejenerasyona neden oldugunu belirledik.

Izofluranla uygulamasina ketamin eklendiginde ise, kaspaz 3, 8 ve 9
immun tutulumu hem CA-1 hem de dentat girus bolgesinde, kontrol grubundan
anlamli derecede yiiksek olmakla beraber, sadece izofluran uygulamasindan da

yiiksek bulunmustur.

Izofluran uygulamasina dantrolen eklendiginde ise, kaspaz 3, 8 ve 9
immun tutulumu hem CA-1 hem de dentat girus bolgesinde, sadece izofluran
uygulamasi yapilan gruptan istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik olsa da

birlikte kontrol grubuna gore anlamli fark saptanmamustir.

Ketamin ve izofluran uygulamasina, dantrolen eklendiginde, kaspaz 3, 8
ve 9 immun tutulumu hem CA-1 hem de dentat girus bolgesinde, izofluran ve
ketamin uygulamasina, hatta dentat girus bolgesinde kaspaz 3 ve 9’da sadece
izofluran uygulamasina gore bile istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik

bulundu.

Hipokampus genelinde kaspaz 9 tutulumunun tiim gruplarda daha belirgin
oldugu ve anestezide kullanilan bu ilaglarin apoptozisi i¢ yolak iizerinden uyarmis

olabilecigi kanisini uyandirdi.

Calismadaki uygulanan ilaglarin doz ve siireleri g6z Onilinde
bulunduruldugunda izofluranin norodejeneratif etkisinin oldugu, izoflurana
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ketamin eklenmesinin bu ndrodejeneratif etkiyi artirdigi, dantrolen eklendiginde
ise indiiklenmis norodejenerasyonun azalarak noroprotektif etkili oldugu
sonucuna varilmistir. Izofluran ve ketamin ile meydana gelen apoptotik
ndrodejenerasyonun, kisa siireli hafiza yer yon bulma yetenegi ile yakindan ilgili
olan hipokampus bolgelerinde gosterilmis olmasi, anestezi altinda bu
fonksiyonlarin daha da bozulacagi yasli, Alzheimer ve demansi olan hastalar igin
onemli olabilecegi diislintilebilir. Bu nedenle giiniimiizde sik olarak kullanilan bu
anesteziklerle ortaya cikabilecek noérodejeneratif etkilerin ve bunlarin klinik
sonuglarinin 6nlenmesinde dantrolen gibi noroprotektif etkinligi gosterilmis

ilaglarin yarar1 olabilir, bu konuda daha ileri klinik ¢aligsmalara ihtiya¢ vardir.
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8. OZET

Siganlarda izofluranla indiiklenen apoptozis iizerine ketamin ve/veya dantrolenin
etkilerinin arastirilmas1 amaciyla 30 adet Wistar tipi erkek sigan n=6 olacak
sekilde rastgele 5 gruba ayrildi. Kontrol grubunda kapali kafeste 2 saat sadece %
100 Oy, diger dort grupta ise 2 saat % 100 O, i¢inde % 1,4 izofluran uygulandu.
Grup izo+Dant’ta dantrolen ip 10 mg/kg, grup izo+Ket ketamin sc 40 mg/kg, grup
[zo+Ket+Dant dantrolen 10 mg/kg ve ketamin 40 mg/kg verildikten 6 saat sonra
sakrifiye edildi. Hipokampus CA-1'de kaspaz 3 grup Izo ve izo+Ket’te, kaspaz 8
ve 9 iginse grup Izo, izo+Ket ve Izo+Ket+Dant’ta immiin tutulum gdsteren
hiicreler kontrol grubundan anlamli sekilde yiiksekken, grup Izo+Dant’ta kaspaz
3, 8 ve 9 i¢in kontrole gore anlamli farka rastlanmadi. Hipokampus CA-1’de
kaspaz 3, 8 ve 9 grup izot+Ket’te immun tutulum gosteren hiicreler tiim
gruplardan daha fazlayken, grup Izo’da sadece Izo+Dant’tan daha yiiksekti. Grup
[zo+Ket+Dant’ta ise sadece Izo+Dant’tan fazlaydi. Dentat girusta kaspaz 3 ve 8
igin grup izo ve Izo+Ket’te; kaspaz 9 iginse grup Izo, Izo+Ket ve
[zo+Ket+Dant’ta kontrole gore yiiksekti ancak grup Izo+Dant’ta kaspaz 3,8 ve 9
sonuclarinda fark bulunmadi. Ayrica kaspaz 3 ve 8 grup izo+Ket’te tiim diger
gruplardan daha fazlaydi. Oysa grup izo+Ket’te kaspaz 9 sonuglari grup izo’ya
benzer fakat grup izo+Dant ve grup izo+Ket+Dant’ta daha ¢oktu. Grup
[zo+Ket+Dant’ta kaspaz 3 ve 9 sadece grup izo’dan diisiiktii. Ancak grup
[zo+Ket+Dant ile grup Izo+Dant benzerdi. Sonug olarak izofluranla indiiklenen

apoptozisin ketaminle arttigi, dantrolenle azaldigi saptanmustir.

Anahtar Kelimeler: izofluran, ketamin, dantrolen, apoptozis
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9. SUMMARY

Role of ketamine and dantrolen on the apoptotic effect of isoflurane in rats

Thirty Wistar male rats were randomly assigned to five groups, each containing n=6, in
order to investigate the effects of ketamine and/or dantrolen on the isoflurane induced
apoptosis. Oxygen 100% was administered into the closed cage for 2 hours in the control
group, whereas 1.4% isoflurane in 100% oxygen was administered in the other 4 groups.
Six hours after intraperitoneal injection of dantrolen 10 mg/kg (Group Iso+Dant),
ketamine 40 mg/kg (Group Iso+Ket) and dantrolen + ketamine (Group Iso+Dant+Ket),
rats were sacrified. Immunoreactive cells in the hypocampus CA-1 region for caspase 3 in
group Iso+Ket and for caspase 8 and 9 in group Iso, group Iso+Ket, and group
Iso+Ket+Dant were significantly higher than the control group. However, no significant
differences were observed for caspase 3, 8 and 9 in the group Iso+Dant. Immunoreactive
cells in the hypocampus CA-1 region for caspase 3, 8 and 9 in group Iso+Ket were
significantly higher than all groups, whereas it was higher in group Iso with respect to
only group Iso+Dant and it was higher for group Iso+Ket+Dant than group Iso+Dant.
Significantly more immunoreactive cells in the dentat gyrus region for caspase 3 and 8 in
groups Iso and Iso+Ket and for caspase 9 in groups Iso, Iso+Ket, and Iso+Ket+Dant
versus control were observed. However, no significant differences were found for caspase
3,8 and 9 in group Iso+Dant. Caspase 3 and 8 in group Iso+Ket was significantly more
than the other groups. Whereas caspase 9 results in group Iso+Ket was similar to group
Iso but higher than that of groups Iso+Dant and Iso+Ket+Dant. Caspase 3 and 9 results in
group Iso+Ket+Dant was significantly lower than only group Iso. Csapase 3, 8 and 9
results were similar between groups Iso+Ket+Dant and Iso+Dant. As a result, isoflurane

induced apoptosis increased by ketamine and decreased by dantrolen.

Key words: Isoflurane, ketamine, dantrolen, apoptosis

65



66



9. EK: Etik Kurul Onay

L
GAZI UNIVERS!TES[
REKTORLUGU
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Baskanhg
Q2../a8./2010

SAYI :B.30.2.GUN.0.05.06.00/156 - 128 9%
KONU:
Sayn

Prof.Dr.D.Berrin GUNAYDIN

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Anesteziyoloji ve Reanimasyon Anabilim Dal
Ogretim Uyesi

Aragtirmact  grubu  Prof.Dr.D.Berrin  GUNAYDIN, Ars.Gor.Dr.Seyfi KARTAL,
Dog.Dr.Siireyya BARUN ve Dog.Dr.Cigdem ELMAS’ dan olusan, G.U.ET-10.088 kod numarali ve
“Sicanlarda Izofluranin Apoptotik Etkisinde Dantrolen ve Ketamininin Rolii” baslikli arastirma
oneriniz incelenmis ve Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Yonergesindeki
ilkelere uygun oldugu saptanarak onaylanmasina oybirligi ile karar verilmistir.

Bilgilerinizi saygilarimla rica ederim.

It is unanimously approved that the research project numbered ‘G.U.ET-I0.0SS and entitled
“Role of Dantrolene and Ketamine in the Apoptotic Effect of Isoflurane in Rats” is in
compliance with Gazi University Animal Experiments Local Ethics Commitee regulations.

With my best regards.

EK : 1 Liste

67



10. OZGECMIS

Adi : Seyfi

Soyadi - KARTAL

Dogum Yeri ve Tarihi : Mecitozii & 05.05.1976
Egitimi

2007- Halen: Gazi Universitesi Anestezi ve Reanimasyon AD.
1994-2000: Karadeniz Teknik Universitesi T1p Fakiiltesi
1987-1994: Ortaokul ve Lise, AMASYA

1982-1987: Ilkokul, Mecitozii

Yabana Dili ‘Ingilizce

Uye Oldugu Bilimsel Kuruluslar : Yok

Bilimsel Etkinlikleri

¢ Sicanlarda izofluranin apoptotik etkisinde dantrolen ve ketaminin rolii. Tez

calismasi

e Yogun Bakim Unitesinde Tedavi edilen Zehirlenme Olgularinin Analizi.

TARD Dergisi 2009; 37: 227

Katildig1 Kongre ve Sempozyumlar:

Klinik Toksikoloji Dernegi 13. Bilimsel Toplantisi, 2008, Trabzon
e TARD 43. Ulusal Kongresi, 2009, Antalya.
e II. GUTF *‘Periferik Sinir Bloklar1 Kursu’, 2009, Ankara.

e Laboratuar Hayvanlar1 Bilimi ve Deneysel Arastirmalar Sempozyumu 2009;

Kirikkale-Ankara

68



TARD 44. Ulusal Kongresi, 2010, Antalya

Yesim Ates Anestezi ve Agr1 Giinleri-1, 2011, ANKARA

69



