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OZET

Ketamin anestezi pratiginde yaygm olarak kullanian sivi anesteziklerden biridir.
Ketamin tipta premedikasyon, sedasyon, anestezi indilksiyonu ve genel anestezi idamesi igin
kollamlsr.

Ketémin bazi arastirmacilara gdre norotoksik iken, bazilarma gore ise tam tersine
ndroprotektif etkili bir anestezik maddedir. Yapilan ¢alismalarda tek doz ketamin verilmesi ile
toksik etki tespit edilememisken, tekrarlayan dozlarda ndrotoksik etki goritlmiigtiir.
Calismamizda, tekrdrlayan dozlarda ketaminin beyin dokusuna nérotoksik etkisi olup
olmadigimi ve ndrotoksik etki olusuyorsa tekrarlayan dozlarda ketamin uygulamasindan 16
giin sonra da nérotoksik etkinin devam edip etmedifini daha kantitatif ve objektif bir ydntem
olan histolojik sterolojik metodla aragtirmay1 amagladik.

Caligmamizda, digi ratlar beserli Ui¢ gruba (Grup I, Grup I, Grup 1II) aynildt. 5 giin
sireyle giinde dért defa Grup I'de %0.9’luk salin solisyonu, Grup I ve Grup III’te aym
dozda ketamin intraperitoneal olarak verildi. Grup I ve Grup II’deki ratlar 5. giin, son doz
ketamin uygulamasmdan sonra Grup III'teki ratlar, 21. gin sakrifiye edilip ratlarin
hipokampus dokusu ¢ikarildr. Ratlarin hipokampus dokusunda cornu armonis (CA) ve gyrus
dentatus (GD) bolgelerine optik fraksiyonlama yontemi ile bakild:.

Gruplatn hipokampuste CA bolgesindeki ortalama hiicre sayilan karsilagtinldiginda
Grup 1I de ortalama hiicre sayist Grup e gore %62.33 azalmug olarak bulundu. Grup IIT’te,
Grup Pe gore ortalama hilcre say1st %34.25 daha az bulundu. Grup III ile Grup IP’de ortalama
sinir hiicresi sayilar1 CA bolgesinde %74.54 orannda Grup III’te daha fazla idi. Gruplarin
hipokampusta GD bélgesinde ki ndron sayilari karsilagtimldiginda Grup II de ortalama hiire
say1s1t Grap I’e gore %50.12 oraninda azalmustr. Grup 1II’te hilere sayis1 Grup Pden %33.88
daha azdi. Grup HI'te, Grup II’ye gore anlaml diizeyde iyilesme vard: ancak bu Grup I
seviyesinde degildi.

Sonug olarak, tekrarlayan dozlarda ketaminin rat hipokampusiinde nérotoksisiteye

neden oldugunu géstermistir.

Anahtar kelimeler: ketamin, hipokampus, nérotoksisite, NMDA, optik fraksiyonlama
Destekleyen kurumlar: GOU-BAP 2011/006
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SUMMARY

REPEATED DOSE OF KETAMIN EFFECT TO THE RAT HIPPOCAMPUS TiSSUE

Ketamine is one of the most widely used anesthetics. It is used clinically for
premedication, sedation, anesthesia induction and maintenance of general anesthesia. There is
much controversy in the scientific community as to whether ketamine causes neurotoxicity or
is neuroprotective.

Studies have shown that when given as a single dose, ketamine does not induce toxic
effects. However, neurotoxicity has been observed in repeated doses. In this study, we aimed
to investigate whether or not there is a neurotoxic effect after repeated doses of ketamine; and
if it does occur, our second objective was to studyif the duration of neurotoxic effect persists
beyond 16 days after ketamine administration using stereological analysis of histology.

15 SpraguewDawley‘femaie rats were divided into three groups . Group I served as the
control and received 0.9% saline, Group II and Group I1I received the same dose of ketamine
administered intraperitoneally four times a day for five days. Hippocampus tissue was
harvested from group I and I on Day 5 and from group III on Day 21 after administration of
the last ketamine dose. Cornu ammonis (CA) and the gyrus dentatus (GD) re‘gidns in the
hippocampus were examined by using optical fractionation.

The average cell number in the CA region of the hippocampus was decreased by
62;33% in Grdug I compared to Group IL. The average cell number in group III was found to
be decreased by 34.25% in Group IIT compared to Group L The average number of nerve
cells in the CA region was 74.54% more in Group II than Group II. When the number of
neurons in the gyrus dentatus were compared between groups, the average number of cells
was reduced by 50.12% in group I compared to group L. The number of cells in group III was
33.88% less than group I.r

In our study, we show that repeated systemic doses of ketamine causes neurotoxicity

in the rat hippocampus however there may an early period were some of this reversible.

Keywords: ketamine, hippocampus, NMDA, neurotoxicity



ICINDEKILER

IC KAPAK

TESEKKUR

OZET

ABSTRACT

ICINDEKILER

KISALTMALAR

TABLOLAR

SEKILLER

GIRIS

GENEL BILGILER

GEREC VE YONTEM

BULGULAR

TARTISMA

SONUC VE ONERILER
"KAYNAKLAR

SAYFA

i
il

iv

vi
vii

viit

vi



iM:

iv:
NMDA:
ACh:
CA:
GD:

CaMKII:

KISALTMALAR

Intramiiskiiler
Intravendz
N-metil- D-aspartat
Asetilkolin

Cornu armonis
Gyrus dentatus

Ca™* /calmodulin-bagl: protein kinaz Il

vii



TABLOLAR

Tablo 1 Hipokampuste CA bolgesindeki toplam ndron sayilar

Tablo 2 Hipokampuste GD bolgesindeki toplam néron sayilart,
SEKILLER

Sekil 1 Hipokampus resim

Sekil 2 Ratlara eter kutusu icerisinde eter solutuldu.

Sekil 3 Rat hipokampusiinde CA ve GD bolgelerinin 40X biiyiitmede
mikroskobik gGriintiisti

Sekil 4 CA bolgesinde néron sayisinn gruplara gore dagilim

Sekil 5 GD bolgesinde néron sayisimn gruplara gore dagilim:

SAYFA

12

13

SAYFA

11

12

13

viii



GIRIS

Ketamin anestezi pratiginde yaygin olarak kullamlan sivi anesteziklerden
biridir. Ketamin premedikasyon, sedasyon, anestezi indiiksiyonu ve genel anestezi
idamesi i¢in kullanilir. Son zamanlarda analjezi amaciyla kullanian opiatlara
tolerans: ve hiperaljeziyi énlemek i¢in ditgik dozlarda ketamin kullanimina artan bir
ilgi vardir (1). Yamk ve yara pansumani gibi agnl miidahalelerde analjezik
szelliginden dolay: ketamin siklikla kullaniimaktadir. Ketamin, manyetik rezonans
veya bilgisayarl: tomografi ile goriintileme esnasinda gocuklarda spontan solunumu
diger intraventz anesteziklere gére daha az baskiladigt i¢in sedasyon (veya genel
anestezi) amaciyla tercih edilmektedir (1).

Ketaminin olumlu etkilerinin yamnda hastalarda derlenme sirasinda
haliisinasyon, ajitasyon gibi istenmeyen durumlara neden olmast bu ilacin; Tutin
kullaniminin azalmasina neden olmaktadir (1).

Ketamin bazi aragtirmacilara gore ndrotoksik iken (1, 2), bazilarna gbre ise
tam tersine noroprotektif etkili bir anestezik maddedir (3, 4). Yapilan ¢aligmalarda
tek doz ketamin verilmesi ile toksik etki tespit edilememigken, ketaminin tekrarlayan
dozlarda verilmesiyle norotoksik etki gériilmiistir (2). Bize gore, ketaminin noronlar
{izerine olan toksik etkisi ketaminin tekrarlayan dozlarda kullamlmasiyla ortaya
cikmaktadir. Hayashi ve ark.’nin (2) ratlar iizerinde yaptiklari galismanimn sonucunda,
ketamin maruziyetinin siiresi ile noron hasar arasinda paralellik oldugunu ketaminin
beyin dokusuna etkisi hakkinda daha fazla ¢aligmaya ihtiyag oldﬁgunu
belirtmislerdir.

Santral sinir sistemi icinde uzun dénem hafiza merkezi oldugu distiniilen
hipokampus nérotoksik ilaglara hassas beyin bolgelerinden birisidir (5, 6). Deneysel
aligmalarda ilaglarm nérotoksik etkisini aragtumak icin genellikle béynin
hipokampus dokusu kullamilmustir (2, 3). Cahismamizda, tekrarlayan dozlarda
ketaminin beyinde hipokampus dokusuna norotoksik etkisi olup olmadifim ve sayet
5. giiniin sonunda nérotoksik etkisi oluyorsa 16 giin sonra da bu etki devam ediyor
mu sorusuna cevap vermek igin daha kantitatif ve objektif bir yontem olan histolojik

sterolojik metodla aragtirmay: amagladik.



GENEL BIiLGILER

Genel anestezi, inhalasyon ajanlarinin kullamimast ile smirl degildir. Oral,
intramiiskiiler (IM) ve intravendz (1V) yolla uygulanan pek gok ilag, terapotik doz
araliklarmda bir anestezi hali olusturur veya anesteiiyi arttirirlar. Erigkin hastalarda
anestezi indiksiyonu 'gogu kez IV uygulama ile yapihir. Lokal anestetik iceren
kremlerin iiretilmesi cocuklarda da IV indiiksiyonlarn popiilaritesini arttrmigtir.
Anestezinin idamesi bir total IV anestezi yontemi ile yapilabilir Anestezi

inditksiyonunda yaygin olarak kullamilan IV ilaglardan birisi de ketamindir (7).

KETAMIN

Ketamine 2 O-clorofenil-2 methylamin o siklexanone hidroklorid olarak
dizayn edilmig nonbarbitiirat bir anesteziktir. A2 asidik (PH= 3.5-5.5) olarak formiile
edilmis, IV veya IM enjeksiyon i¢in 10-50 mg/ml veya 100 mg/ml konsantrasyonda
kullamlan steril bir soliisyondur. Soliisyonun igine koruyucu olarak Phermerol
(benzethonium klorid) eklenir (1).

Ketamin Pka’s1 7.5 olan, suda eriyen bir bilesiktir. Ketamin iki optik izomer
iireten (spiral) bir merkeze sahiptir. S(+) izomeri, rasemik kanigim veya R(-) izomeri
ile aym farmakokinetik ve farmakodinomik dzelliklere sahip olmasina ragmen, daha
potent anestezik ve ‘analjezik Gzelliklere sahiptir. Fakat baz1 Avrupa iilkelerinden
farkli olarak klinik kullamilan preparati (Ketalar HCI) iki izomerin rasemik .
karisimdir (1).

Ketamin hepatik mikrozomal sitokrom P450 eniimiyle metsbolize olur ve
onun primer metaboliti olan norketamine doniigiir. Norketamin ana bilesigin 1/3-
1/5°1 kadar etkindir ve norketamin suda eriyen hidroksilat ve glukronidat konjugatlar:
olarak bobrekten atilirlar. Barbitiiratlar ve propofole benzer sekilde ketamin, rélatif
olarak. kisa distriibisyon yar: omiirliidiir. Ketamin eliminasyon yari dmrii 2-3 saatte
sonuglanan yitksek hepatik klirens ve genis dagilum oranina sahiptir. Yiiksek hepatik
yikilma oram, hepatik kan akimindaki degisikliklerin, ketamin eliminasyon oranina
dnemli sekilde etki etmesini saglar. Ketamin disosiyatif anestezi denilen doz bagimh

santral sinir sistemi depresyonuna neden olur. Disosiyatif anestezide, hastalar bilingli



olabilirler, ketamin faringeal ve laringeal refleksleri koruyabilmelerine karsm, derin
analjezi ve amnezi olugturur. Bu kataleptik durumun mekanizmasi, talamokortikal
yollarin elektroﬁzyoiojik olarak inhibisyonu ve limbik sistemin sitimilasyonunu
igerir. Daha sik olarak parenteral kullamlmasma ragmen, ketamin oral ve intranazal
olarak gocuklarm premedikasyonunda kullanthr. Benzodiazepin premedikasyonunu
takiben 1-2 mg/kg IV veya 4-8 mg/kg IM ketamin anestezi indiiksiyonunda
kullanilir. Ketaminin anestezi etkisinin baslamasi hizlidir. IV 2 mg/kg ketamin
enjeksiyonu sonrasi 30. saniyede cerrahi anestezi olusur. Anestezik etki 10-20
dakikada sonlamir, daha uzun etki isteniyorsa ek olarak IV veya IM ketamin
uygulanir. Boylece onemli kiimiilatif etki olusturmadan anestezi siirdtiriiliir. Tam
derlenmenin olusmast 60-90 dakikay: gerektirir. S(+) ketamin, rasemik kargimla
karsilastirildiginda daha kisa derlenme siiresine sahiptir (8).

Ketamin kullamminda erken derlenme déneminde psikomimetik reaksiyonlar
goriiliir (haliisinasyonlar, kabuslar, kognitif fonksiyonlarda ve kisa donemli hafizada
degisiklikler). Doz bagimli olan bu yan etkiler aym zamanda benzodiazepinler,
barbitiirat veya propofol kullamimiyla onlenebilir. Derlenme odasinda hastanin
sozel, dokunma ve gorsel stimiilasyonlara maruziyeti en aza indirilirse psikomimetik
reaksiyonlar azalir, Ketamin, sedasyon, hipnoz, somatik analjezi, bronkodilatasyon
ve sempatik stimfilasyonu igeren genis bir farmakolojik etki sprektrumuna sahiptir.
Ketaminin sekresyonlar: arttiricr dzelligi, yiizeyel anestezi sirasinda laringospazma
neden olabilmektedir (1,8).

Ketaminin analjezik etkileri 0.1-0.5 mg/kg IV subanestezik dozlarda agikardir.
Diisiik doz (4 meg/kg/dk) 2 mg/saat morfin infiizyonu ile esdeger postoperatif agn
dnleyici etkiye sahiptir. N-metil-D aspartat (NMDA) reseptér bloke edici etkisi,

ketaminin preemptif analjezide ve opioidlere rezistans kronik agri durumlarinda yiiksek
diizeyde etkili olmasma sebep olmaktadir (8).
Ketamin hipovolemik sokta, akut bronkospazmda, sagdan sola intrakardiyak

santlarda ve kardiyak tamponat durumlarinda indiiksiyon anestezisinde sik tercih
edilmektedir (8).



Yan Etkiler

Kardiyovaskiiler sistem: Kan basinci, nabiz, ketamin uygulanmn sonrast siklikla
yitkselir, Kardiyak fonksiyonlar hipertansiyonu veya kalp yetmezligi olan hastalarda
anestezi sirasinda devamli olarak monitorize edilmelidir.
Respiratuar Sistem: Keteminle siklikla respirasyon stimille edilmesine ragmen, hizh
sekilde uygulanim sonrasi (60 saniye) respiratuar depresyon veya apne olugabilmektedir.
Goz: Diplopi ve nistagmus, ketamin uygulaniz sonrasi kaydedilmistir. Ketamin siklikla
intraokiiler basingta hafif yiikselmeye neden olabilir.
Nérolojik sistem: Bazi hastalarda tonik klonik kasiimalarla bazen ntbete benzeyen
degismis iskelet kas tonusu goriilebilir. Ayrica serebral kan akimi, serebral oksijen
tliketimi ve intrakraniyal basing degerleri yikselir.
Gastrointestinal sistem: Ketamin sonrast anoreksi, bulanti ve kusma gozlemlenmistir,
fakat bu siklikla ciddi degildir. Ketamin sonrast erken dénemde oral stvi almimina izin
verilir.
Genel: Ketamin sonrasi anaflaksi, enjeksiyon sahasinda lokal agn, kizanklik nadir
olarak rapor edilmistir (8).

Ketamin NMDA reseptor antagonistidir. NMDA reseptérii santral sinir
sisteminde glutamat eksitatdr amino asidinin bir alt gurubudur. NMDA

reseptérlerinin agir1 uyarilmast ndrotoksisite olugumuna neden olmaktadir (2).

HiPOKAMPUS

Insanda lateral ventrikiil alt boynuzunun tabaminda bulunan hipokampus,
filogenetik olarak en eski beyin kisimlarindan birisidir (Sekil 1). Kesitlerde C harfi
seklinde olan bu yap: ortalama 5 cm uzunlugundadir. Goriniimil itibariyle denizatina
benzetildiginden hipokampus adi verilmistir (5, 9). Alg1 ve bellek sistemleri arasinda
baglanti kuran hipokampus, beynin birgok bolgesinden duyu lifleri almaktadur.
Aldigi bu duyular1 forniks aracilifiyla hipotalamus, talamus ve septal sahaya
iletmektedir. Bunun yam sira, subkortikal alanlarla olan baglantisiyla beynin birgok
bélgesi ile iletisim halindedir. Ogrenme ve hafiza fonksiyonlar lizerinde dnemli role
sahip olan hipokampus, yeni elde edilen bilgilerin depolanmast ve amlarin kisa siireli
hafizadan uzun siireli hafizaya gecirilmesinde gérev alir. Bu nedenle hipokampusta

meydana gelebilecek bir hasar belirtilen fonksiyonlarda bozukluklara neden olabilir.




Nitekim hipokampus lezyonlarinda, amlarin kisa sureli bellekten uzun sureli bellege
alinmasinda sorun oldugn gozlenmistir. Bunun yam swra, verbal veya sembolik
anmlarn hafizada tutulmasinin da miimkiin olamayacag: ifade edilmistir (5, 6).

Hipokampus histolojik olarak iki bdlgeye aynlir. GD boélgesinde graniiler
hiicreler, CA bélgesinde piramidal hiicreler bulunur. GD bolgesindeki graniiler
hiicreler CA bolgesindeki piramidal hiicrelere kaynak olusturmaktadir ve olusan
hiicreler CA bélgesine dogru akmaktadir (10-12).

HIPOKAMPUS VE HAFIZA

Bellek beynin, ogrenme igin gerekli olan bilgilerin depolanmasi ve geri
cafiriimasi yetenegini gosterir (13).

Gecici Hafiza Kayh

Gegici hafiza kaybi, amnestik sendromun bir tipidir. Amnezinin en dikkat
ekici ornefi gegici (transient) global amnezi olup birkag saat ile 24 saat icinde
sonlanir. Bu sendromda, daha onceden kognitif agidan iyi olan hastamn, aniden
yakin zamana iligkin olaylar belleginde tutamadigi, kendi cevresine iliskin stirekli
aym sorulan tekrarladig: ve bazen de karistirdift griiliir (13).

Amnestik Sendrom

Amnestik sendrom yakin ve kisa stireli bellegin kaybim belirtir. Bu hastalarin
cogunda iki tarafli hipokampal hasar bulunmaktadir. Anhk bellekleri korunmustur.
Uzak bellegin geri ¢afirma yeteneklerinin ¢ofu mevcuttur, Srnegin gocukluk
- donemlerini ve egitim yillarim hatirlarlar.

Amnestik sendromun ndroanatomisi kognitif noropsikolojide en iyi galigilan
alanlardan birisidir. Hayvan modellerinde hipokampus, parahipokampal girus ve
entorinal korteksin iki tarafli lezyonlar1 ¢ok derin amnezi olusturur. Temporal
lobektomiye yapilan hastalar da epilepsi benzeri bulgular gosterdigi bildirilmistir
(13).



Sekil-1: Hipokampus beyinde medial temporal lobda yer alir. Insan beyninin yandan
‘gorimtstinde, frontal lob solda, oksipital lob sagdadir, temporal ve parietal lob

altinda hipokampus ortaya ¢ikar (14).




GEREC VE YONTEM

Calisma, Gaziosmanpasa Universitesi (GOPU) Hayvan Deneyleri Etik
Kurulu tarafindan (2011 HADYEK-006) onaylandiktan sonra; GOPU Deneysel
Aragtirma Merkezi’nde yiiriitilmii ve tiim hayvanlara; Uluslararas Laboratuar
Hayvanlann Akademisinin ve National Institutes of Health’in Tiiziigline gore
davranilmugtir (NIH Publication 85-23, revised 1985).

Ortalama 250300 gr agirhiginda 15 adet wistar albino cinsi disi rat kullanilds.
Ratlar 5%erli olararak rastgele 3 gruba ayrild:.

Grup I (kontrol grup): %0.9’luk salin soliisyonu (Serum Fizyolojik %0.9,
ADEKA, Tiirkiye) 5 giin boyunca her giin saat 08:00, 12:00, 16:00, 20:00°de 4 kez
olmak iizere insiilin enjektoril ile (yaklagik 300 gr agizhinda olan ratlar igin) 0.2 ml
intraperitoneal enjeksiyon yapildi.

Grup 11, Grup III: 30 mg/kg ketamin (Ketalar®, PFIZER, Tiirkiye), 5 giin;
saat 08:00, 12:00, 16:00, 20:00’de intraperitoneal olarak giinde 4 kez uygulandi.
Hayvanlara ketamin uygulamasmi takiben bir saat siireyle anestezinin etkisi

gozlemlendi.

Sekil 2: Ratlara eter kutusu igerisinde eter solutuldu.




Ratlar optimum yasam sartlarinda aymi ortamda aym tiir yiyecek ve su
ihtiyaglari kargilanan barmaklarda Grup I ve Grup IL, 5 giin, Grup 11, 21 giin tutuldu.
Grup I ve Grup II’deki ratlar 5. giin saat 20:00°da son doz ketamin uygulamasindan
sonra eksanguinasyon yontemi uygulanarak sakrifiye edildiler. Grup 1IIteki ratlar
21. giiniin sabahinda sakrifiye edildiler. Ratlara eksanguinasyondan dnce eter kutusu
icerisinde eter solutuldu ($ekil 2). '

Ratlar &lditkten sonra dekapite edildi, ardindan makas yardimiyla kafa derisi
uzaklagtinldi. Kemik kesici makas yardimiyla foramen magnumdan girilerek ne
dogru orta hat boyunca kafatas: kemigi kesildi. Kemikler uzaklastirilip beyin kit
olarak alttaki kafatasi kemiklerinden ayrild:r. Ratlarin beyin dokulan cikarlarak
%10°Tuk formalin soliisyonu igerisine konuldu.

Histolojik tetkikler igin ayrnlmis olan beyin dokular1 rutin histolojik
islemlerden gegirilerek parafine gomiildii. Paraﬁne gbémiilen dokulardan rotary
mikrotom ile 5 ve 20 mikronluk kesitler alindi. Alinan kesitler sistematik rastgele
érnekleme ydntemiyle dreklendi. Bunun igin; hipokampusiin caligmada kullamlacak
bolgesi basgindan sonuna kadar kesildi. Elde edilen tim kesitlerden sistematik
rastgele omekleme ile en az 10 kesit elde kalacak sekilde Grnekleme yapild
Orneklemenin sistematikligi belli bir kesit Srekleme aralifinda yapilmasi ile
sagland1. Bu ise su sekilde belirlendi, diyelim ki elimizde toplam olarak *“n” tane
kesit olsun. Bu kesitlerden en az 10 tanesi elimizde kalabilmesi i¢in n/10 = k’dan
yola ¢ikarak her k’inci kesiti aldigimizda elimizde 10 kesit kalmig olur. Burada “k”
kesit ornekleme araligidir. Oreklemenin rastgele olabilmesi ise 0 ile k arasindaki
orneklenecek ilk kesitin rastgele olarak belirlenmesi temeline dayamr. Bunun igin 0
ile k arasindaki (k dahil) kesitlerden biri ya rastgele say1 jeneratrii program ile veya
kesit numaralarinin her biri ayn bir kagida yazilip i¢lerinden biri rastgele ¢ekilerek
secilir. 0 ile k arasindaki kesit m’inci kesit olsun. Bu durumda &rneklenen kesit
numaralart §oyle olur: {m, m+k, m+2k, m+3k,...,m+9k}. Kesitlerin sistematik
rastgele Srnekleme semast ile omeklenmesi neticesinde, yapinin her yerinin egit
kesilme sansina sahip olmasi saglanr. '

Hiétoiojik inceleme icin preparatlar Cresyle Violet boyas: ile boyanarak,

beyinlerin hipokampus bélgeleri mikroskop altinda aywt edildi. Hipokampus



bolgesinde optik pargalama (optical fractionator) yontemiyle sinir hiicreleri sayilarak
toplam noron sayilart hesap edildi.

Calismada elde edilen veriler uygun istatistiksel yontemler ile degerlendirildi
(IBM SPSS istatisliks 19, SPSS imec., an IBM Co., somers, NY). Gruplar arasmdaki
karsilastirma tek yonlii varyans analizi ile yapild. Ikili karsilastirmalar ise post-hoc
testlerinden Tukey testi ile gerceklestirildi. Olgiilen degiskenlerin normal dagilma

uygunlugu Kolmogorov-sminov testi ile analiz edildi.

BULGULAR
Gruplara ait rat hipokampusiindeki CA ve GD bolgelerindeki hiicrelerin

mikroskobik goriintiisti Sekil 4’te gdsterilmistir. Sterolojik ydntemle hesaplanan
ortalama toplam néron sayist CA bolgesinde Tablo 1°de, GA bdlgesinde Tablo 2’de
verilmistir.

Gruplarm  hipokampusta CA bdlgesindeki ortalama ndron sayilar
karsilagtinldiginda Grup II'de Grup I'e gore %62.33 azalmus olarak bulundu ve bu
anlamli kabul edildi (p<0.001). Grup III Grup I ile karsilagtinldiinda ortalama néron
say1s1 Grup III’te %34.25 daha az bulundu ve anlamli kabul edildi (p<0.001) (Tablo
1) (Sekil 4). Grup Il ile Grup I’de ortalama noron sayilant kargilagtirldiginda CA
bolgesinde %74.54 oraninda Grup 11’ te anlamh olarak daha fazlayd: (p<0.001).

Gruplarmn hipokampusteki GD bolgesindeki néron sayilan kargilagtiriidiginda
Grup II’de Grup I’e gdre %50.12 oramnda azalma goriildi. Grup II ile Grup I
karsilastirildiginda hiicre sayisi Grup e gore %33.88 daha azdi (p<0.001) (Tablo 2)
(Sekil 5). Grup 11 ile Grup IIIiin CA bolgesindeki hiicre sayilan kargilagtimldifinda;

Grup lIP’te (%28.08)anlamh olarak daha fazlayd: (p<0.001). Grup Il ile Grup III'lin
GD bolgesindeki hiicre sayisi karsilastirlmasinda Grup III’te %16.24 daha fazlaydi
ve anlamhyd (p<0.001).




Sekil 3: Rat hipokampusiinde CA ve GD bolgelerinin 40X biiyiitmede mikroskobik
goriintiisii (A;: Grup I CA bélgesi, B;: Grup I GD bolgesi, Az: Grup IF CA bdlgesi,
B,: Grup I GD bélgesi, As: Grup II CA bdlgesi, Bs: Grup III GD bolgesi).
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Tablo 1: Hipokampusta CA bdlgesindeki toplam néron sayilar:.

Gruplar (n=5) Cv Toplam niron sayis1 (Ort=SH) p¥

Grupl 0.3 649864,4+:21071,95 <0.001
| Grup 11 0.3 244836,79+9388,26 <0.001
Grup HI 0.6 427350,00+26598,33 <0.001

SH: standart hata, CV: varyasyon katsayisi (Coefficient of variation), Ort: ortalama
*: p degeri gruplar aras: karsilagtirma igin gegerlidir.

F0D.0807

600,005

500000

400600

3060007

200,000

Grup | Grup {1 Grup il

Sekil 4: CA bolgesinde ndron sayisimn gruplara gore dagilimi
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Tablo 2: Hipokampusta GD blgesindeki toplam néron sayilar.

Gruplar (n=5) Ccv Toplam néron sayisi (Ort£SS) p*

Grup I 0.08 919195,40::82800,85 <0.001
Grup IX 0.05 458532,57+27649,69 <0.001
Grup 111 0.04 607762,80+25071,84 <0.001

*: p degeri gruplar arast kargilagtirma igin gecerlidir.

4.000.600

§00.0001

BEALI00

Foe.00G

806908

5000007

4010 600

i
Grup |

e :
Grup I} Grup il

Sekil 5: GD bolgesinde noron sayismin gruplara gore dagilimi.
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TARTISMA

Ketamin insanlarda anestezide ve sedasyonda sik kullanilan hipnotik bir ilag
olmasina ragmen santral sinir sistemine olumsuz etkileri oldugunu belirten galigmalar
meveuttur (2, 3). Caligmamizda, tekrarlayan dozlarda verilen ketaminin;
hipokampuste néron sayis1 fizerine olan etkilerini arastirdik. Tekrarlayan dozlarda
ketamin, beyinde herhangi bir degisiklik olusturuyorsa olugan bu degisikligin
ketamin uygulamasindan sonra (16 giin) devam edip etmedifini merak ettik.
Calismamizda hiicre sayim yontemlerinden en tarafsiz ve literatiirde en ¢ok kabul
edilen yontem olan optik fraksiyonl.ama metodu kullanildi (15).

Hayashi ve ark. (2) tarafindan belli dozlarda ve belli bir stire i¢inde ketaminin
veribmesini takiben gelismekte olan sican beyninde olumsuz etkisi oldufu
gosterilmistir. Calismalarinda Cupric-Silver boyama ve sterolojik disektdr yontemini
kullanmsslar. Kontrol grubu ile karsilastinldiginda tek doz ketaminin (25, 50 ve
75mg/kg) noral dejenerasyonu arttirmadifin: ancak ketaminin 90 dakikabk
araliklarla dokuz saat boyunca 25 mg/kg tekrarlayan dozlarda verilmesinin ise noral
dejenerasyonu arttirdigim  gostermiglerdir. Calismamizda da ratlara tekrarlayan
dozlarda ketamin uyguladik ve ketamin uygulamasmm takiben Grup II ve Grup
II’teki ratlarin hipokampusiinin CA ve GD bdlgesinde néron sayisinda kontrol
grubuna gore anlamh bir azalma oldugunu tespit ettik.

Grup 1Il’te hiicre sayisi CA bdlgesinde Grup II'ye :. gbre daha fazlaydi ve
anlamliyd: (p<0.001). Bu farkin Grup IIl’teki ratlarin Grup II deki ratlardan 16 giin

sonra sakrifiye edilmesine ve bu siire icerisinde yeni olugan hiicrelere bagl oldugunu
diistindiik. Hipokampusteki ndronlarin azalmasim ketaminin hipokampus lzerine
olan nérotoksik etkisine bagh oldugunu diigiindiik.

Grup II ile Grup II'te CA ve GD bolgesindeki hiicre sayilan
kargilagtimldiginda Grup III'te daha fazlaydi ve anlamliydr (p<0.001). GD
bolgesinde fark daha azdi bu da GD bolgesinde hiicre yapmmmn oldugunu
gostermektedir (13-15).

Lopez—Galindo ve ark. (3) beyinin hipokampus ve amigdalea bélgelerinde
sterolojik yontemi kullanarak bir ¢aligma yapmislardir. Lidokainden 30 dakika dnce

ketamin verildiginde lidokainin sebep oldugu nérotoksiteye bagl: hiicre hasanmn
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azaldigini gormiislerdir. Lidokainin toksik etkisinin hiicre i¢i kalsiyum hemostazin
bozmasina veya NMDA reseptor aktive edici etkisine bagli olabilecegini ve
ketaminin NMDA reseptor bloke edici etkisiyle noral hasarm engellenmis
olabilecegini diisiinmiigler. Calismalarmda tek doz ketamin uygulamislardir biz ise
tekrarlayan dozlarda ketamin uyguladik ve anlambh diizeyde noron kaybi oldugunu
tespit ettik. Lopez-Galindo ve ark.’nmn (3) kullandig: sterolojik yonteme baktifimiz
zaman bunun bizim Qalzsmam126a kulandiimiz sterolojik ydntemin bir ¢esidi olan
optik fraksiyonlama yontemi ile ayni olmadigim gordiik. Cahismalarmda hiicre degil,
hiicre profili (izdtistimii) saymislardir. Profiller hiicreyi temsil etse de kendileri hiicre
degildir. Ciinkii i¢ boyutlu partikiiller (hiicreler) kesildiklerinde, biyiikliikleri ve
yonelimleri ile orantili olarak iki boyutlu iz diisiimler verirler. Yani bir kesit en
biiyitk ¢apta olan ‘hilere govdeleri en ¢ok sayida, daha kiiciik capli gekirdekler daha
az sayida, en kiigiik ¢apta olan gekirdekgikler en az sayida iz diiglim verirler (15).
Ayrica kesit kalinhg da hiicre sayimlarinda bir handikaptir. Clinkil ne kadar ince
olursa olsun, kesitlerinde bir kalnliga vardur. Yine kesit kalmhig: arttik¢a hiicrelerin
profil verme ihtimali artar. Bu nedenle sterolojik yontem kullanmayan galismalarda
snemli 6n kabuller vardir. Bu 6n kabiillerden birisi biitiin hiicreler aym biiyiiklitkte
ve yonelimdedir, digeri ise biitiin kesitler aym: kalinlikta ve kesitlerin her noktast ayn
kalmliktadir. Bu 6n kabuller nedeniyle ¢alismaya taraflilik kattlmig olur ve taraflihk
sistematik sapma gbsterir (15). Biz ¢aligmamizda toplam hiicre sayisim elde etmeye
yarayan optik fraksiyonlama ySntemini kuliandik. Bu yontem en etkin ve en tarafsiz
(unbiaéed_) yontemdir (15-17). Elde ettigimiz sonuglann tarafli yOntemler
kullanilarak elde edilen sonuglara gdre daha giivenilir oldugunu diistintiyoruz.
Enomoto ve ark. (18) ketamin kullanmmimn hayvanlarda sizofreni ve benzeri
psikotik ve kognitif semptomlar tetikleyip tetiklemedigini arastirmak igin, ketamin
vermeden Once ratlar: egitmigler ve 30 mg/kg giinde iki defa, bir gruba beg giin
sireyle, diger bir gruba on giin siireyle ketamin uygulamislardir. Ketamin
uygulamasim takiben on giin beklemisler ratlan tekrar teste tabi tutmuglar, on gin
siireyle ketamin uyguladiklar: rat grubunda hata yapma oramimn kontrol grubuna
gore artigim gozlemlemisler. Tekrarlayan dozlarda ketamin uygulanmasiin hafizayi
olumsuz etkiledigini belirtmislerdir. Biz onlarm bes giinliik ketamin uygulamasmda

kontrol grubuna gdre ratlarin hata yapma sayisiun artmamasini olusan ndral hasarin
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klinik bulgu verecek diizeyde olmamasindan kaynaklanabilecegini diistiniiyoruz.
Giinde dért defa 30 mg/kg ketamin uyguladik ve anlaml seviyede mikrodﬁzeyde
noron kaybi olustugunu gérdiik (Tablo 1-2) (Sekil 3, 4)..

Hunt ve ark. (19), subanestezik hiperlokomotion ve sterotipi liretmek igin tek
doz ketamin (25 mg/kg) kullanum ile yaptiklari galismada nikleus akkiimbenste
uyarilmis potansiyellerin ampliitiidiiniin digtiigtini gbrmuglerdir. Bu bulgulara gore
ketamin gibi NMDA reseptor antagonistlerinin saghikl bireylerde gegici sizofreniye
benzer duruma sebep olabilecegi ve sizofrenik hastalarda  psikozlan
siddetlendirebilecegi sonucuna varmuglardir. Calismamizda tekrarlayan dozlarda
ketamin uygulamasmm hipokampusta ndron sayisinda azalmaya neden oldugunu
gordik.

Beyinde noronlardan yaygin bir sekilde salinan asetilkolin (ACh) hafiza,
6grenme ve motor fonksiyonlar tizerinde etkili olabilir (20). Rat hipokampusiinden
ACh salinmasi kognitif fonksiyonlarla ilgili olabilmektedir (21). Hipokampiiste
artmis kolinerjik salimm bazi kognitif davramslar ortaya ¢ikarabilir (22). Sato ve
ark. (23) ‘mikrodializ yontemini kullanarak ketamin ve pentabarbitalin rat
hippokampus ve striatumundan ACh salmimina etkisini arastirmigslar ve ketaminin
hipokampusta ACh salmimini arttirdigmi bulmuslardir. Ketaminin ACh salimmimni
uyarict etkisinin dopaminin DI reseptriine bagh olabilecegini diistinmigler. Sato ve
ark. (23) ACh salmmmmn hafiza ve Sgrenme iizerinde etkili olabilecegini aym
zamanda ketamin anestezisi uygulanan hastalarn kotii riiyalar gérmesinin de buna
bagh olabilecegini dilglinmiislerdir.

Ketaminin halusinojenik, 6forik ve amnezi yapici etkilerinden dolay1 eSlence
amactyla kullanum dinya ¢apmda artmaktadir. Kafein igeren ketamin tabletlerinin
tretimi ve kullammi da artmaktadir (24). Hsu ve ark. (24) yaptiklan calismada
kafeinin ketaminle indilklenen davramigsal ve toksik etkilerini incelemislerdir.
Ketaminle (20 mg/kg) birlikte kafein kullanimz ile lokomotor hiperaktivite geligmis,
rotarod performas kaybi olmus ve dliimler artmigtir. Bu bulgularla ketaminle birlikte
kafein kullanimi ile oliim riskinin arttin ve ketaminle kafein arasmnda toksik
etkilegim oldugu sonucuna varmiglardir. Cahigmamizda da ketaminin toksik etkisi
gorilmiistiir.

Cui ve ark. (25) vyaptiklan galismada ratlarm  beyinlerindeki Ca™
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/calmodulin-bagli protein kinaz II (CaMKII)'nin total protein ve fotofosforilasyon
seviyeleri iizerine propofol ve ketaminin etkilerini arastirmiglar. CaMKII yiitksek
konsantrasyonlarda, noral dokularda bulunur ve Ca'? aracili hiicrelerde biyosentez;
hormon ve nbrotransmitterlerin  sekresyonu; aksonal taginma ve reseptor
fonksiyonunda rol ahr (26-28). CaMKII'nin aktivasyonunu treonin 286
otofosforilasyonu yoluyla, néral gegiste ve ndral uyarilmanin modilasyonu ile
yaprglardir. Ketamin ve propofoliin (50, 100, 150 mg/kg) tek doz uygulanmasindan
sonra hippokamppiis ve frontal kortekste immiino boyama ile p-CaMKII azalmasim
teyit etmisler. Azalan p-CaMKII diizeylerini ketamin ve propofolle yapilan anestezi
-~ derinligi ile iligkili bulmuslar. Calismada tek doz ketamin uygulamast ile maksimum
p-CaMKII azalmas: 60. dakikada goriilmiis ve ortalama 240. dakikada bazal diizeye
ulagmistir. Ketamin tekrarlayan dozlarda kullanthirsa néronlarda apopitoza bagli
olarak p-CaMKII diizeyinin uzun siireli azalabilecegini ve aksonal tasinmada
yavaslama, ndrotransmitterlerin sekresyonunda ve reseptor fonksiyonunda azalmaya
neden olabilecegini diigliniiyoruz
Anand ve ark. (4) ketaminin néroprotektif etkilerinin oldugunu ¢ahsmada
ketamin ve %4 liik formaldehit kullanarak yenidoZan ratlarda inflamatuar afry:
takiben hiicre Sliimiiniin arthim saptamuslardir. Noroaktivasyonu Fos protein ile
degerlendirmisler, hiicre ¢liimiinéi FluaroJade-B ile, radyal kollu labirent ile bilisi,
sicak plaka ile agr1 esigini degerlendirmisler. Formaldehit kullanimi ile kortikal ve
subkortikal alanda hiicre 5liimtiniin artigim gozlemlemisler ve ketamin kullanimi ile
néral hasarmn iyilestigini gozlemlemislerdir. Sonug olarak yenidoanda tekrarlayan
agrimin kortikal ve subkortikal alanda hiicre Oliimiinli ve ndral eksitasyonu
arttirdigini  bulmuslardir, Ketaminin bu yan etkilerin  gofunu azalttigmi
gostermislerdir. Anand ve ark. (4) ketamini subanestezik dozda 2.5 mg/kg iki kez
subkutan olarak uygulanuslar. Bu ketamin dozu, bizim uyguladigimiz doza gore gok
- diisiik bir dozdur. Bu doz agny: ortadan kaldirmg ve inflamasyonu gidermis olabilir.
Biz yiiksek dozlarda (30 mg/kg) ve 5 giin siireyle ketamin uyguladik ve Anand ve
ark.’nin (4) aksine ketamin kullanimt ile hiicre sliimiintin arttiint bulduk.
Calismamizda sekiz haftalik ratlar kullamid: ve tekrarlayan dozlarda ketamin
verilmesi ile ratlarda hipokampuste sinir hiicrelerinin azaldig1 saptandi. Hayashi ve

ark. (2) yenidogan ratlarn kullanildigt ¢alismalaninda tekrarlayan dozlarda ketaminin
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beyinde noral dejenerasyonu arttirdifim gormiiglerdir. Bildigimiz kadaryla
literatiirde ratlarda hipokampusta toplam hiicre sayisi elde etmeye yarayan optik
parcalama yontemini kullanarak yapilmis ¢aligmalar yoktur. Tekrarlayan dozlarda
ketamin uygulamasmin hipokampus fizerine yapti etki cocuklarda, erigkinlerde ve
vashlarda farkh farkli olabilir (4). Ayrica biz ketamin uygulamasindan 16 giin sonra
(Grup III) inceledigimizde Grup II’ye gore hiicre sayisiin arttifim bulduk ve bunun
hipokampus dokusunda, GD bolgesinde yeni olusan hiicrelerin CA bdlgesine dofru
gd¢ etmesine bagh olabilecegini diigiindiik. Bu noral hasarmn iyilesme diizeyi ve

siiresi, belki ratlarda insan beynindekinden farkh olabilir.

SONUC VE ONERILER

Calismamizda 5 giin tekrarlayan dozlarda ketamin uygulamasmdan hemen
sonra ve 5 giin tekrarlayan dozlarda ketamin uygulamasindan 16 giin sonra
hipokampusteki hiicre sayist sterolojik yontem kullamlarak hesaplanmigtir, 5 giin
- ketamin uygulamasidan hemen sonra ve 5 giinliik ketamin uygulamasindan 16 giin
sonra kontrol grubuna hiicre sayismnin azaldigi tespit edilmistir. Bununla birlikte, 16
giin sonra bakilan Grup III’de istatistiksel olarak anlamls dﬁieyde iyilesme mevcut
iken bunun kontrol grubu seviyesinde bir iyilesme olmadlgll saptanmigtir. Ketamin
anestezi uygulamalarinda sik kullanilan bir ilag oldugundan elde ettigimiz sonuglar
ketamin uygulamalarinin tekrar gbzden gegirilebilecegini disiindiirmektedir.
Tekrarlayan dozlarda ketamin sonrasi iyilegmenin ne kadar devam edip etmeyecegi,
daha fazla denek sayisi, farkli dozda ketamin uygulamalar: ve uygulamadan sonra
. daha uzun dénemleri kapsayacak sekilde caligmalar yapiabilir. Sonug olarak,
calismamizda ketaminin tekrarlayan dozlarmin hipokampus hiicrelerinde azalmaya

- neden oldugu gdsterilmistir.

17




KAYNAKLAR
1) Miller RD. Intravenous Anesthetics. In: Reves GJ , Glass P, Lubarsky DA ve ark.
(Ed.). Miller’s Anestesia, 7th ed.,USA: Churchill Liviingstone. 2010: 719-58.
2) Hayashi H, Dikkes P and Soriano S. Repeated administration of ketamine may
lead to neuronal degeﬂeration in the developing rat brain. Paediatr Anaesth. 2002;
12: 770-74.
3) Lopez-Galindo GE, Cano-Europa E, Ortiz-Butron R. Ketamine prevents
lidocaine-caused neurotoxicity in the CA3 hippocampal and basolateral amygdala
regions of the brain in adult rats. J Anesth. 2008; 22: 471-74.
4) Anand K, Garg S, Rovnaghi CR ve ark. Ketamine reduces the cell death following
inflammatory pain in newborn rat brain. Pediatr Research. 2007; 62: 32-42.
5) Songur A, Ozen OA, Sarsilmaz M. Hipocampus. T Med Sci. 2001; 21: 427-31.
6) Guyton AC, Hall JE. Textbook of Medical Physiology, 11 th ed., China: Elsevier
Inc., 2006: 736.
7) Morgan GE, Clinical Anesthesiology, 5. Baski, Ankara: Giines Kitabevi, Tulunay
M, Cuhruk H. (Cev. Bd.).2005;180
8) Barash PG, Cullen BF, Stoelting RK. Clinical Anestesthesia. 5 th ed,
Philadephia:Williams and Wilkins , 2006: 336-37. | '

9) Armnci K, Elhan A. Anatomi. 3. Baski, Ankara: Gunes Kitabevi, 2001: 318-321.
10) Lisman J. Formation of the non-functional and finctional pools of granule cells
~ in the dentate gyrus: role of neurogenesis, LTP and LTD. I Physiol. 2011; 589:1905-
09,

11) Ming G, Song H. Adult neurogenes'is in the mammalian brain: significant
answers and significant questions. Neuron. 2011; 70: 687-02.

12) Mu Y, Gage FH. Adult hippocampal neurogenesis and its role in Alzheimer’s
disease. Mol Neurodegener. 2011; 6: 85-04. |

13) Bradley WG. Neurology in Clinical Practice. 2 th ed., Newton. Butterweth-
Heineman and Elsevier group. 1996: 59-79. :

14) Gray H. Anatomy of the Human Body. 30th ed., Philadelphia: Lea and
Febiger,1985: Fig. 739.

15) Geinisman Y, Gundersen HJ, Zee B ve ark. Unbiased stereological estimation of

the total number of synapses in a brain region. J Neurocytol. 1996; 25: 805-19.

18




16) Cruz-Orive LM, Weibel ER. Recent stereological methods for cell biology: a
brief survey. Am J Physiol. 1990; 258: 148-36.

17) Gundersen HJ, Bagger P, Bendtsen TF ve ark. The new stereological tools:
disector, fractionator, nucleator and point sampled intercepts and their use in
pathological research and diagnosis. APMIS. 1988; 96: 857-31.

18) Enomoto T, Floresco SB. Disruptions in spatial working memory, but not short-
term memory induced by repeated ketamine exposure. Prog Neuro Psychopharmacol
Biol Psychiatry. 2009; 33: 668-75.

19) Hunt MJ, Kessal K, Garcia R. Ketamine induces dopamine-dependent depression
of evoked hippocampal activity in the nucleus accumbens in freely moving rats. J
Neuroscience, 2005; 25: 524-31.

20) Cooper JR. Unsolved problems in the colinergik nerveus system. J Neurochem.
1994; 63: 395-99.

21) Imperato A, Obinu MC, Gessato GL. Effect of cocaine and amfetamine on
acetylcholine release in the hippocampiis and caudate nucleus. Eur J Pharmacol.
1993; 238: 377-81.

22) Imperato A, Obinu MC, Gessato GL. Stimulation of both dopamine D1 and D2
reseptors facilitates in vivo acetylcholine relase in the hippocamps. Brain Res.
1993; 618: 341-45. :

23) Sato K, Wu J, Kukichi K, Wang Y ve ark. Differantial effects of ketamine and
pontabarbitane; on acetilcoline relase from the rat hippocampus and striatum. Br J
Anesth. 1996; 77: 381-84.

24) Hsu HR, Mei YY, Wu H ve ark. Behavioural and toxic interaction profile of
ketamine in combination with caffeine. Basic Clin Pharmacol Toxicol. 2009; 104:
379-83.

25) Cui X, Li J, Li T ve ark. Propofol and ketamine-induced anesthetic depth-
dependent decrease of CaMKII phosphorylation levels in rat hippocampus and
cortex. J Neurosurg Anesthesiol. 2009; 21: 145-54.

26) Soderling TR, Derkach VA. Postsynaptic protein phosphorylation and LTP,
Trends Neurosci. 2000; 23: 75-80.

27) Fukunaga K, Miyamoto E. A working model of CaM kinase II activity in

hippocampal long-term potentiation and memory. Neurosci Reserch. 2000; 38: 3-17.

19



28) Takeuchi Y, Yamamoto H, Fukunaga K, ve ark. Identification of the isoforms of
Ca(2+)/calmodulin-dependent protein kinase II in rat astrocytes and their subcellular

localization. J Neurochem. 2000; 74: 2557-67.

20



