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1. GIRIiS

Bilim ve teknolojide yasanan gelismeler, tetkik ve tedaviler ya da operasyonlar
sirasinda daha ¢ok sayida anestezi uygulamasi yapilmasina yol agmistir. Glnimiizde
giderek genisleyen bir yelpazedeki hasta grubuna anestezi uygulanmaktadir.

Kognitif fonksiyonlar1 gegici olarak baskiladigi diisiiniilen anesteziden beyin
fonksiyonlarinin ne sekilde ve hangi siirede etkilendigi acik degildir. Yapilan deneysel
calismalar ve klinik gozlemler 6zellikle gelismekte olan beyin dokusunun anesteziden
olumsuz yonde etkilendigini telkin etmektedir. Ancak c¢alismalardaki metodolojik
farklar, secilen anestezi ajanlari ve yontemleri, olgu grubunun Ozellikleri, bireysel
farkliliklar farkli sonuglarmn bildirilmesine neden olmaktadir.

Ketamin intravendz veya intramuskiler olarak uygulanan genel anestezi
ajanidir ve doz bagimli olarak biling kaybi ve analjezi saglar. Ketamin santral
sinir sistemi (SSS)’de yaygin depresyona degil talamokortikal ve limbik sistem
arasinda dissosiasyona neden olur. “Dissosiyatif anestezi” olarak tanimlanan bu
anestezide hasta gozleri agik ve yavas nistagmusun oldugu, iletisimin
kurulamadig1 ancak uyanik gibi gorulebildigi, agrili uyarandan bagimsiz iskelet
kas hareketleri ve tonusun oldugu, amnezik ve derin analjezik etki altinda oldugu
kateleptik bir durumdadir. Ancak diger fensiklidinlerde de olan kabus, ajitasyon,
halliisinasyon gibi derlenme 6zelliklerine sahiptir.

Ketamin NMDA reseptor antagonistidir. Giderek artan sayida g¢alisma
verisi NMDA reseptorlerinin hafiza ve diger kognitif siireglerle ilgili oldugunu

gostermektedir.



Gergeklestirilen bu deneysel arastirmada gebe ratlara fetal SSS gelisiminin
oldugu dénemde ketamin anestezisi verilerek yavru ratlarin kognitif fonksiyonlar1 ve
beyin histopatolojileri degerlendirildi. Tekrarlayan anestezi uygulamasinin apoptozise
neden olup olmadiginin histopatolojik olarak, fonksiyonel bir degisiklik yapip

yapmadigimin da Radial Arm Maze (RAM) testi ile degerlendirilmesi amaglandi.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Anestezi Tarihcesi

Yunan filozofu Dioscorides anestezi terimini ilk kez milattan sonra 1.
yizyillda Mandragora bitkisinin narkotik-benzeri etkilerini tanimlamak igin
kullanmistir. Agrisiz cerrahiye olanak saglamak i¢in amnezi, analjezi ve narkozu
kapsayan bir durumu simgeleyen anestezi deyimini ise ilk kez 1846’da Oliver
Wendell Holmes Onermistir. Birlesik Devletler’de anestezi uygulamasini veya
calismalarin1  ifade etmek icin kullanilan anesteziyoloji terimi, artan
ihtisaslasmanin temelini vurgulamak amaci ile ilk kez 20. yy ikinci dekadinda
Onerilmistir. 1846’da Boston’da William T.G. Morton eter kullanarak ilk genel

anestezi uygulamasini yapmustir (1).

2.1.1.Genel Anestezi

Gunumuzde, genel anestezi disaridan uygulanan farmakolojik ajanlarla
vital fonksiyonlarda bir degisiklik olmadan gegici biling kaybi, refleks aktivitede
azalma ve degisen derecelerde kas gevsemesi ile karakterize ve geri dondslii bir
durum olarak tanimlanmaktadir. Bu durum genel anestezi ajanlarmin kortikal
merkezler, bazal ganglionlar, serebellum, medulla spinalis sirasiyla SSS’nde

olusturdugu inici bir depresyonun sonucudur (2).



2.1.2. Genel Anestezi Yontemleri
Genel anestezi yontemleri iki ana gruba ayrilir.
I-Inhalasyon anestezisi

Il-IntravenOz anestezi

2.1.3. Genel Anestezi Ajanlari

Inhalasyon Anestezikleri: Tarihte kullanilan ilk genel anestezi ajani
Dietil eterdir. Ilk olarak 1540°da Valerius Cordus tarafindan uygulanmistir.
Giiniimiizde kullamlan inhalasyon ajanlar1 Nitr6z Oksit (N20), Halotan, izofluran,
Desfluran, Sevofluran ve Zenon (Xenon)’dur (1).

Intraven6z Anestezikler: intravendz anestezi icin hipodermik siringa ve
ignenin 1855’te Alexander Wood tarafindan bulunmasini takiben geligmistir.
Intravendz anestezide ilk denemeler kloral hidrat, kloroform ve eter ile morfin-
skolopamin birlikte kullanimin1 igerir. Giiniimiizde kullanilan intravendz ajanlar;

Barbitlratlar, Opioidler, Benzodiazepinler, Ketamin, Etomidat ve Propofol’dur

(1).



2.2. Anestezinin Organ ve Sistemler Uzerine Etkisi

2.2.1. Inhalasyon Anesteziklerinin Organ Sistemlerine Etkileri (1)

N20 Halotan | Izofluran | Desfluran | Sevofluran
Kardiyovasktler
Kan basinci D/Y 1 I H !
Kalp hiz1 D/Y ! 1 D /Y D/Y
veya 1
SVR D/Y D/Y N 1 }
Kardiak output D/Y ! D/Y D/Y !
veya |
Solunum
Tidal volum l N N } ]
Solunum hiz1 0 ™" 1 1 T
Serebral
Kan akimi 0 ™" 1 1 T
IKB T " T T T
SMH i } H W W
Nobetler ! ! l ! I
Noéromuskdler
Nondepolarizan
blokaj T " mr e "
Renal
Renal kan akimi 1l N N } )
GFH H W H ! !
Idrar debisi 1 N N } )
Hepatik
Kan akimi ! i ! l !




D /Y : Degisiklik Yok

SVR : Sistemik Vaskuler Rezistans
IKB : Intrakraniyal Basing

SMH : Serebral Metabolik Hiz

GFH : Glomeriiler Filtrasyon Hiz1

2.2.2 intravenoz Anesteziklerinin Organ Sistemlerine Etkileri (1)

Kardiyovaskuler Solunum Serebral

Kalp OAB VD BD | SKA | SOT | IKB

hiz1
Barbituratlar
Tiyopental " W Wl } Wl WL L
Tiamilal " W Wl Wl WL L
Metoheksital " W Wl 0 Wi WL W
Benzodiazepinler
Diazepam 0/1 } H 0 W W W
Lorazepam 0/1 l W 0 W W W
Midazolam T W H 0 W W W
Ketamin " " 1 m " T "
Etomidat 0 ! ! 0 W WL
Propofol 0 H WL 0 WU | Ll

OAB : Ortalama Arter Basinci
VD : Ventilatuar Gudu

BD : Bronkodilatasyon

SKA : Serebral Kan Akimi

SOT : Serebral Oksijen Tiketimi
IKB : Intrakraniyal Basing




2.3. Ketamin

HN-CH

Maijor: CYP3A4

o 3
i ji) Minor: CYP2B6,
cof CYP2C9

Ketamine Norketamine
CYP2B6
CYP2A6
(0] H,N
0 HN
<
HO
Cl
Cl

5, 6-dehydronorketamine

Sekil.1. Ketaminin Yapisi ve Sekli (3)

Ketamin fensiklidinin yapisal analogudur. Ketamin 1962°de Stevens C.
tarafindan sentez edildi ve insanlarda ilk kez 1965°te Corssen ve Domino
tarafindan kullanildi. Ketaminin tibbi amaglh kullanimi 1970 yilinin ortalarinda
basladi ve pek ¢ok klinik durumda halen kullanilmaktadir. Ketamin diger anestezi
indiiksiyon ajanlarinin ¢ogundan anlamli analjezik etkisiyle farklidir. Genellikle
respiratuar ve kardiyovaskiiler sistemi deprese etmez, ancak diger fensiklidinlerde
de olan olumsuz fizyolojik yan etkilere sahiptir. Ketamin iki steroizomerden

meydana gelir: S-(+) ve R-(-). S-(+) izomer daha potenttir ve daha az yan etkiye

sahiptir (4).

5-hydroxynorketamine



Ketamin 238 kilodalton molekiil agirligina sahiptir. Suda kismen ¢oziiniir
ve tiyopentalin 5-10 kati yagda ¢Oziintirlige sahiptir. Ketamin Kkaraciger
mikrozomal enzimleri tarafindan metabolize edilir. N-metilasyonla norketamine
dontismesini takiben hidroksinorketamine hidroksilize olur. Norketamin ana
bilesige gore anlamli derecede az (%20-30 arasinda) aktiviteye sahiptir.

Ketaminin farmakokinetigi anestezik dozun bolus enjeksiyonundan (1-2
mg.kg?), subanestezik dozdan (0.25 mg.kg?) ve sirekli infiizyondan (kararl
durum plazma seviyesi 2000 ng/mL) sonra calisilmistir. Doza bakilmaksizin
ketaminin plazmadan kaybolmasi iki kompartman modeliyle agiklanabilir. Hizli
distribisyon, 11-16 dakikalik kisa yavas distribiisyon yari Omriinii yansitir.
Ketaminin lipid ¢oziiniirliigiiniin yiiksek olmast dagilim hacminin genis olmasiyla
sonuglanir. Klirensinin de goreceli olarak yiksek olmasi eliminasyon yari
omriniin kisa olmasina neden olur (4).

Ketamin NMDA reseptor antagonistidir (1).

2.3.1. Ketaminin Organ Sistemleri Uzerine Etkileri
2.3.1.1. Santral Sinir Sistemine Etkileri

Ketamin doz bagimli olarak biling kaybi ve analjezi saglar. Ketamin
SSS’nde  yaygin  depresyona  degil  Elektro-Ensefalo-Grafi  (EEG)’de
talamokortikal ve limbik sistem arasinda dissosiasyona neden olur ve
“Dissosiyatif anestezi” denilen hastanin gozleri acik ve yavas nistagmusun
oldugu, hasta ile iletisimin kurulamadigi ancak hastanin uyanik gibi goriilebildigi,

agrili uyarandan bagimsiz iskelet kas hareketleri ve tonusun oldugu, hastanin



amnezik ve derin analjezik etki altinda oldugu kateleptik bir duruma neden olur.
Ayrica diger fensiklidinlerde de olan kabus, ajitasyon, halliisinasyon gibi
derlenme 6zelliklerine sahiptir.

Ketamin serebral oksijen tuketimi (SOT)’ni, serebral kan akim1 (SKA)’n1 ve
kafa ici basincimi arttirir. Bu etkiler ilacin, kafa travmalarinda oldugu gibi kafa
icinde yer kaplayan lezyonlari olan hastalarda kullanimini kisitlar (1).

Ketaminin  deneysel inkomplet serebral iskemi yapilan hayvan
calismalarinda nekrozu azalttigi ve norolojik sonucu iyilestirdigi gosterilmistir
(5). Sempatik tonusun azaltilmasi ve NMDA reseptor aracili iyon kanallarinin
inhibisyonunun, nekrotik hilicre 6liminde azalmaya yol agtigina inanilmaktadir.
S-(+) ketaminin rat beyninde, iskemi/reperflizyondan doért saat sonra apoptozisi
reglile eden proteinlerin ekspresyonunu etkiledigi gosterilmistir (6). Bu nedenle
ketaminin noroprotektif etkisinde, anti-apoptotik mekanizmalar1 da igeren

nekrotik hicre 6limUni azaltmasi da bir faktor olabilir.

2.3.1.2. Solunum Sistemi Uzerine Etkileri

Ketaminin karbondioksite degismeyen yanitla da neticelenen santral
respiratuar diirtii lizerine minimal etkisi vardir (7). Ketaminin indiksiyon dozunun
bolus uygulamasindan sonra dakika ventilasyonunda gegici bir azalma olabilir.
Yiksek dozlar apneye neden olabilir, ancak bu etki ¢cok nadirdir.

Ketamin diz kaslar gevsetir. Reaktif hava yolu ve bronkospazmi olan

hastalarda verilirse pulmoner kompliyans: artirir (8). Ozellikle cocuklarda



ketamin uygulamasimi takiben tiikriik sekresyonundaki artis Ust hava yolunda

obstriiksiyona neden olabilir ve daha sonra laringospazmla komplike olabilir.

2.3.1.3. Kardiyovaskiiler Sistem Uzerine Etkileri

Diger anestezik ajanlarin aksine ketamin, 6zellikle hizli bolus uygulamadan
sonra arteriyal kan basinci, kalp hizi ve kalp debisini artirir. Bu indirekt
kardiyovaskdler etkiler SSS’nin santral yolla uyarilmasi ve norepinefrinin sinir
uclarinda salinimindan sonra tekrar aliniminin inhibisyonu nedeniyledir. Bu
degisikliklere pulmoner arter basincinda ve miyokard isindeki artis eslik eder.
Yiksek dozlarda ketaminin direkt miyokard depresyonu etkileri, muhtemelen
Ca™ ge¢isinin inhibisyonu yiiziinden, sempatik blokaj veya katekolamin
depolarinin tilkenmesi ile maskelenemez. Diger taraftan ketaminin indirekt uyarici

etkileri akut hipovolemik soktaki hastalar i¢in ¢ogu kez yararlidir (1).

2.4. Anestezi ve Apoptozis
2.4.1. Apoptozis

Okaryotik organizmadaki hiicreler dogarlar, belirli bir siire yasarlar ve sonra
olurler (9). Yasam siireleri hiicre tipine gore degismektedir. Ornegin, barsak
hicreleri 3-5 gilinlik bir yasam siiresini takiben oliirlerken, derinin epidermal
hicreleri 20-25 gunluk bir siire sonunda Olmektedirler. Fakat miyokard kasi
hicreleri veya ndronlar dmur boyu yasarlar. Noronlarin ¢ok sayida dlmesi ancak
sinapslarin tam olarak olusmadigi dénemden 6nce olur. Bu dénemde, dogumda

asir1 sayida olan ndronlarin sayist uygun sinaptik agin saglanabilmesi i¢in azalir.

10



Optimum sayida néronun optimum sayida sinaptik baglanti i¢inde olabilmesi igin
bu noron kayiplar1 gereklidir. Bahsedilen bu hiicre oOliimleri apoptozisle
gerceklesir. Zamani1 gelince 6len bu hiicreler daha 6nceden programlanmis bir
sekilde oliirler. Tiim bu 6liimler fizyolojik sartlarda meydana geldigi i¢in bu 6lim
sekli fizyolojik hiicre 6limi olarak da adlandirilir. Ayrica, bir sekilde Deoksiribo
Nikleik Asit (DNA)’s1 hasarlanmig (virls etkisi veya cevresel nedenlerle)
hiicreler organizmanin zarar gérmemesi i¢in kendilerini oldirlrler ve bunu
organizmanin yarari i¢in yaparlar. Doku homeostazi igin (6rnegin yara iyilesmesi
veya barsak hiicrelerinin “turnover”inda oldugu gibi) hiicreler ortamdan 6lerek
kaybolur. Iste, tiim bu kavramlar (programlanmis hiicre 6liimii, fizyolojik hiicre
6liimii, hiicre intihari, hiicre kayb1) apoptozisle es anlamli olarak kullanilabilen ve

literatiirde yer alan ifadelerdir (10,11).

2.4.1.1. Apoptozisin Mediatorleri

Apoptozis ¢ok sayida ve cesitte mediator tarafindan diizenlenir. Bunlar
arasinda, bazi iyonlar (kalsiyum), molekiiller (seramid), genler (c-myc), proteinler
(p53) ve hatta organeller (mitokondri) bulunmaktadir. Bazi mediatorler hiicre
tipine Ozgundiir, bazilar1 da apoptotik stimulusun ¢esidine gore farklilik
gosterebilirler. Apoptotik siire¢ boyunca hiicre igine siirekli kalsiyum girisi olur.
Kalsiyum iyonlari endoniikleaz aktivasyonunda, doku transglutaminaz
aktivasyonunda, gen regulasyonunda, proteazlarin aktivasyonunda ve hiicre
iskeleti organizasyonunda rol alabilirler. Fakat hiicreye kalsiyum girisi

apoptozisin gergeklesmesi i¢in esansiyel degildir. Bcl-2 ailesi, dyelerinin bir
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kisminin apoptozisi indiikledigi (Bax, Bad, Bid, Bcl-Xs), bir kisminin ise inhibe
ettigi (Bcl-2, Bcl-XI) genis bir ailedir. Hicrenin yasayabilirlik durumu bu ailenin
pro-apoptotik ve anti-apoptotik Uyelerinin rolatif oranina baglhidir. Bax sitozolde
bulunur ve apoptotik uyar1 alinmasi halinde mitokondri membranina baglanir,
burada kiglk delikgikler olusumunu indiikler, boylece selektif iyon permeabilitesi
kaybolur, sonugda sitokrom c ve apoptozis-indukleyici faktor (AIF) olarak bilinen
AIF’{in mitokondriden sitozole ¢ikmasini saglar. Seramid, membrana bagl asid
sfingomyelinaz aktivasyonunun bir iiriiniidiir. Plasma membran hasarina kars1 bir
sinyal oldugu diisiiniilmektedir. p53, hiicrede bir sekilde (radyasyon, kemoterapi
etkisiyle) DNA hasar1 olustugunda, eger hasar onarilabilecek diizeyde ise hiicre
siklusunu G1 fazinda durdurur ve hiicreye DNA’sin1 tamir edebilmesi i¢in zaman
kazandirir. Eger DNA hasar1 tamir edilemeyecek kadar biiyiikse bu durumda p53
apoptozisi indukler. Sitokrom ¢, mitokondri i¢ membraninda bulunan elektron
transport zincirinin bir proteinidir. Son yillarda anlasilan Gnemiyle apoptozis
stirecinde merkezi bir konuma oturmustur. Bu yiizden de sitokrom c’nin
mitokondriden sitoplazmaya saliverilmesi apoptozis yoluna girmis bir hiicrede
irreversibl bir doneme girildigini isaret eder. Sitokrom c sitoplazmik protein olan
Apoptotic protease activating factor-1 (Apaf-1)’e baglanir ve onu aktive eder,
ardindan ATP’nin de katilimiyla apoptozom adi1 verilen bir kompleks olusur. Bu
kompleks inaktif olan prokaspaz-9’un aktif kaspaz-9 haline doniismesini saglar.
Aktif kaspaz-9 ise efektor kaspazlardan prokaspaz 3’ aktive eder. Aktif kaspaz 3,
kaspazla aktiflesen deoksiribontkleaz inhibitérunt (ICAD, inhibitor of caspase-

activated deoxyribonuclease) inaktiflestirir, boylece ICAD’iiniin bagladig
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kaspazla-aktiflesen deoksiriboniikleaz (CAD, caspase activated
deoxyribonuclease) serbestlesir ve bu da apoptozisin karakteristik bulgularindan
biri  olan  kromatin  kondensasyonuna ve oligonukleozomal DNA
fragmentasyonuna neden olur. Buraya kadar olan mekanizma kaspaz-bagimli
apoptozisi gosterir, oysa kaspaz-bagimsiz apoptozisin varligi da bilinmektedir
(10). Kaspaz-bagimsiz apoptozis yine mitokondriden saliverilen bir faktor olan
AlIF’lin etkisiyle gergeklestirilir. Fakat AIF’tin etkiledigi niikleazin ne oldugu
hendz bilinmemektedir (12). Kaspaz (“caspase”)’lar, zimojen (inaktif prekirsor)
olarak sitoplazmada bulunan ve aktif merkezlerinde sistein yer aldigindan sistein
proteazlar olarak adlandirilan bir grup enzimlerdir. Su ana kadar 14 tanesi
tanimlanmistir ve ¢ogu apoptozisde rol almaktadir. Kaspazlar birbirlerini
aktiflestirerek preteolitik bir kaskada neden olurlar. Bazilar1 (Kaspaz 2, 8, 9, 10)
baslatic1 kaspazlar olarak bilinirken bazilar1 da (Kaspaz 3, 6, 7) efektor kaspazlar
olarak bilinir. Baglatic1 kaspazlar apoptotik uyariyla baglayan 6liim sinyallerini
efektdr kaspazlara naklederler. Efektor kaspazlar ise ilgili proteinleri parcalayarak
apoptotik hiicre morfolojisinin meydana gelmesine neden olurlar. Ik tanimlanan
enzim ICE (interlokin 1-p doniistiiriicii enzim)’dir ve prokaspaz 1 olarak bilinir.
Kaspaz kaskadi, sitokrom c’nin sitoplazmaya saliverilmesiyle prokaspaz 9’un
aktivasyonu yoluyla aktiflestirildigi gibi, kaspazlar da sitokrom c’nin
saliverilmesine neden olabilirler. Kaspazlardaki defektler otoimmun hastaliklara,
kansere ve bazi norolojik bozukluklarin olusumuna katkida bulunabilir (13). Hatta
kaspaz 8’in noroblastomada tiimor siipressorii olarak islev gordiigii bulunmustur

(14). Granzimler, patojenle enfekte edilmis hiicrelerin veya tiimor hiicrelerinin
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ortadan kaldirilmasinda etkin rol alirlar. Perforinler ve granzimler normal olarak
sitotoksik lenfositlerin ve natural killer (NK)’lerin sitoplazmik grandillerinde
bulunurlar.

2.4.1.2 Apoptozisin Asamalari (15)

TRAIL/Apo2L/FasL

INF-a
Chemotherapeutics 0 N
Irradiation, Growth |
Factor Withdrawal
Intrinsic DR/Fas Extrinsic
FADD
P al; | Caspase-8
7| Mitochondria \ o It
\\ / apr L
@ comes
Bcl 2 \ \"“/
. Bet-X, Active //
Cy!ochrome c ' Caspase -8

‘I\ v _XiAp 7, apr ||
Active Caspase-3/7

Caspase-9 Active
Apoptosome Caspase-3/7

Sekil 2. Apoptozis Kaskadinin Genel Goriiniimii
e Apoptozisin indiiksiyonu
e Hiicre ylizey 6liim reseptdrlerinin uyarilmasi
e Sitokrom c’nin saliverilmesi
e Apoptozom olusumu (sitokrom ¢ + Apaf-1 + kaspaz-9)

e Mitokondriyal transmembran potansiyelin degismesi
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e Kaspazlarin aktivasyonu

e Fosfatidilserinin hiicre membraninin i¢ yiiziinden dis yiizline transloke
olmast

e DNaz’mn aktivasyonu sonucu DNA’nin fragmentasyonu (internukleozomal
DNA fragmentasyonu)

e Yapisal proteinlerin yikilmasina bagli olarak apoptozise 6zgii morfolojik

degisikliklerin meydana gelmesi

2.4.1.3. Apoptozisin Saptanmasinda Kullanilan Yontemler

Apoptozisi saptamak icin ¢ok cesitli yontemler gelistirilmistir. 1972 yilinda,
apoptozis terimi ilk kez kullanildiginda hiicrenin morfolojik goriiniimiine gore
karar verilmisti. Oysa glinimiizde morfolojik degerlendirmenin yani1 sira
apoptozise 6zgii oldugu bilinen bazi aktivasyonlarm (Orn. aktif kaspaz-3 tayini)
molekiler dizeyde belirlenmesiyle de saptanabilmektedir. Apoptozisin
belirlenmesine yonelik gelistirilen tiim metodlari, 2000’11 yillarin baslarinda,
sadece apoptotik epitelyal hicrelerde olmak Uzere kaspaz aktivitesiyle kirilan bir
protein olan keratin 18’in kirildikdan sonraki 06zgiin formunu saptayan

antikorlarin kullanilarak daha spesifik olarak saptanmasi takip etmistir.
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Apoptozisin belirlenmesinde kullanilan yontemler asagida siralanmstir:
e Morfolojik gortinttleme yontemleri (16)
1. Isik Mikroskobu
- Hematoksilen Eosin (H&E) Boyama
- Giemsa Boyama
2. Floresan Mikroskobu / Lazerli Konfokal Mikroskop
- Propidium Iyodiir (PI)
- Hoechst Dye
3. Elektron Mikroskobu
4. Faz Kontrast Mikroskobu
e Immunohistokimyasal yontemler
1. Anneksin V Yontemi
2. TdT-dUTP Nick-End-Labelling (TUNEL) Y &dntemi
3. M30 Yontemi
4. Kaspaz-3 Yontemi
e Biyokimyasal yontemler
1. Agaroz Jel Elektroforezi
- DNA fragmentasyonu
2. “Western Blotting”
- Substrat kirilmalari
- Aktif kaspaz’in belirlenmesi

- Sitokrom c saliverilmesi



3. “Flow” Sitometri
- DNA azalmasi
- Annexin
e immunolojik yontemler
1. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
- DNA Fragmentasyonu
- M30 Duzeyi
2. Fluorimetrik yontem
- Kaspaz Aktivasyonu (Hucre kalturi)
e Molekdiler biyoloji yontemleri
1. “DNA Microarrays” Gen ekspresyon dereceleri (mRNA)
- Hiicre 6lUm reseptorleri

- Kaspazlar

2.4.1.4. TUNEL Yontemi

DNA kiriklarmin in-Situ olarak taninmasini saglar (17-19). Apoptotik
parcalanma sonucu DNA wuglari, DNA polimeraz veya Klenow fragmenti
kullanilarak isaretlenebilmektedir. Ancak terminal deoksiniikleotidil transferaz
(TdT) kullanilarak yapilan isaretleme goreceli olarak daha duyarli bir yontem
olarak bulunmugstur. Konvansiyonel parafin kesitleri, TdT ve nonizotopik isaretli
niikleotidler (siklikla biyotinli dUTP) kullanilarak yapilan in situ isaretleme
ardindan floresan veya enzimatik goriintiilleme, apoptotik hiicreleri digerlerinden

ayirmada yeterli olmaktadir. Bu yontem yaygin olarak “TdT-dUTP nick-end-
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labelling” sozciiklerinin kisaltilmasi olan “TUNEL” yontemi adiyla anilmaktadir

(18,20,21).

Sekil 3. Beyin korteksinde TUNEL pozitif hiicreler (22)
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2.5. Kognitif Fonksiyon ve Anestezi iliskisi
2.5.1. Kognitif Fonksiyon

Kognitif terimi Latince “cognita” soézciigiinden gelmektedir. Biling,
O0grenme, algilama, zeka, dikkat, hafiza, oryantasyon, eylem, duygu, karar verme,
konusma, diis kurma, sorun ¢ozme, okuma-yazma ve hesaplama gibi yuksek
beyin islevlerini kapsar (23). Beyindeki bu islevlerinin saglanmasi i¢in SSS’de
bulunan glutamat ve aspartat gibi eksitator aminoasitler ana ndérotransmitterler

olarak yer alir (24-26).

2.5.2. Kognitif Fonksiyon Bozukluklar:

North American Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders
(DSM-1V) siniflamasina gore kognitif bozukluklar 4 gruba ayrilmaktadir (23).
Deliryum; dikkati belirli bir konu Uzerinde odaklama, sirdiirme ya da yeni bir
konuya kaydirma yetisinde azalma ile seyreden akut biling bozuklugu ve kognitif
degisiklik (bellek, yonelim, dil bozuklugu) ile karakterize ve giin iginde
dalgalanmalar gosteren bir sendromdur.

Demans; ¢oklu kognitif yetersizlik (dil, yonetsel islev ve bellek bozuklugu) ile
karakterizedir.

. Amnestik bozukluk; yeni bilgileri 6grenme ya da daha Onceden Ogrenilmis
bilgileri ya da ge¢misteki olaylari animsama yetilerinde bozulma olur.
Norokognitif bozukluk; iki veya daha fazla kognitif fonksiyon bozukluk ile

karakterize olup, iki haftadan 6nce dizelme gostermez.
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2.5.3. Postoperatif Kognitif Fonksiyon Bozukluklari

Postoperatif kognitif hastaliklar ise, postoperatif deliryum (POD) ve
postoperatif kognitif disfonksiyon (POKD) olarak 2 alt baslikta incelenmektedir.
POKD anesteziden giinler, haftalar sonra baslayan, haftalar veya aylarca
slirebilen, bazen kalict olabilen norokognitif bozukluklara verilen addir (23).
Anestezik ajanlarin tiim organ ve sistemler iizerine etkileri olmakla beraber asil
etkileri sinir sistemi Gzerinedir. Kognitif fonksiyonlar bu nedenle anestezi sonrasi
degisen derecelerde etkilenir. Postoperatif kognitif fonksiyonlar anestezi ve
cerrahi girisimin neden oldugu mental degisiklikleri arastirmak ya da
anesteziklerin artik etkilerini belirleyerek derlenme diizeyini saptamak amaciyla

degerlendirilmektedir (27,28).

2.5.3.1. Postoperatif Deliryum

Postoperatif deliryum, hastalarda iyilesmeyi geciktiren, hastanede kalma
sliresini uzatan, morbidite ve mortaliteyi artiran bir sendromdur (23). Deliryum
DSM 1V tanimma gore biling ve kognitif fonksiyonlarda akut bozukluklar ile
karakterizedir (23). Kognitif fonksiyonlardan oryantasyon, konugma, 6grenme ve
hafiza da bozukluklar goriilir. Emosyonel rahatsizliklar, anksiyete, hiddet ve
depresyon gorulebilir. Postoperatif deliryum gin icinde dalgalanmalar gosterir.
Deliryumun insidansi tibbi nedenlerle hastaneye yatirilan hastalarda %10-30, son
donem hastalarda %80°dir (29). Tiim yas gruplar i¢cin POD %5-10 gorullrken
yasl hastalarda insidans %10—-15 olarak bulunmustur. Deliryumun goriilme orani

cerrahi tipine bagli olarak da degisebilmektedir. Katarakt cerrahisi i¢in goriilme
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oran1 %1-3, genel cerrahi sonrasi i¢in %10, major ortopedik cerrahi sonrasi i¢in
%28-61 ve kardiyak cerrahi sonrasi i¢in %3-47 olarak bildirilmistir (27,28).
Deliryum; varsanilar, hezeyanlar, ajitasyon, yonelim bozuklugunun 6n
planda oldugu “hiperaktif deliryum” ve konflizyon ile sedasyonun 6n planda
oldugu “hipoaktif deliryum” olmak tizere ikiye ayrilir. Bu iki tip disinda her iki
tipin 6zelliklerini tasiyan “karisik tipte deliryum” da tanimlanmigtir (29,30).
Deliryum baslangi¢ durumuna gore acil deliryum ve POD olarak da ikiye
ayrilir. Acil deliryum cocuklarda sik goriilen anestezi sirasinda veya hemen
bitiminde ortaya ¢ikan ve genelde dakikalar veya saatler icinde diizelme gosteren
tablodur. Postoperatif deliryum ise postoperatif 1. ve 3. giinlerde ortaya ¢ikmakta
ve genellikle saatler veya gunler icinde gerilemektedir. Ancak birka¢ hafta veya
ay devam edebildigi de goriilmiistiir. Postoperatif deliryumun diger deliryum

tipleriyle kiyaslandiginda daha fazla iyilesme gosterdigi belirtilmistir (23).

2.5.3.2. Postoperatif Kognitif Disfonksiyon (POKD)

Postoperatif kognitif disfonksiyon kisinin hafiza, konsantrasyon, dil
kullanim1 ve sosyal iletisiminde bozukluk ile karakterize bir tablodur ve cerrahi
sonrasinda Ozellikle ileri yas hastalarda sik olarak goriilmektedir. Postoperatif
donemde haftalarca strebildigi gibi, kalic1 bir bozukluga da neden olabilmektedir

(31,32).
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DSM 1V’e gore tani kriterleri:

1.0grenme yeteneginin veya hatirlamanin azalmasi ile ortaya ¢ikan bellek
zayiflamasi

2.Yonetsel fonksiyonlarda bozukluk (planlama, siralama, soyut diisiinme,
organizasyon)

3.Dikkat ve bilgi islem hizinda bozukluk, psikomotor yetilerde zayiflama
4.Anlama, kelime bulma gibi dil fonksiyonlarinda zayiflama

Postoperatif kognitif disfonksiyonun etyolojisi tam olarak netlik
kazanmamis olup preoperatif, intraoperatif ve postoperatif donemde etkili oldugu
diistiniilen pek ¢ok faktér bu konuda sug¢lanmaktadir (Tablo 3).

Son donemde en ¢ok iizerinde durulan etken, azalmis norofizyolojik
rezerve sahip hastalarda peroperatif dénemde meydana gelen asetilkolin (Ach),
serotonin, glutamat ve aspartat gibi ndrotransmiter  sistemlerdeki
dengesizliklerdir. Ayrica sitokinler gibi inflamatuar mediyatorlerin de POKD
gelisiminde rolii olabilecegi diisuntlmektedir (33,34). Norotransmiterlerden Ach
biling Gzerine 6nemli etkilere sahiptir. Postoperatif kognitif disfonksiyonun
santral antikolinerjik defekt veya yetersiz Ach yapimi nedeniyle olabilecegi
dustinilmektedir (35). Serotonin miktarinin POKD ile iliskili oldugu ve
serotonerjik fonksiyonlarda azalmanin POKD’ye neden oldugu diisiintilmektedir
(33). Nikotinik sistemin 6grenme, hafiza ve kognisyon iizerine etkileri insan ve
hayvan deneyleriyle gosterilmistir. Nikotin, nikotinerjik asetilkolin reseptor
(nAChRs) agonistlerinin prototipidir. Dikkat {izerine dogrudan etkisiyle,

ogrenme ve hafiza iizerine ise presinaptik nAChRs’den asetilkolin, glutamat,
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dopamin, noradrenalin, serotonin ve Gama-aminobutirik asit (GABA) salinimini
kolaylastirarak etki eder (36). Dopamin, GABA ve glutamat da POKD ile iliskili

diger norotransmiterlerdir (34,37).

Tablo 3. Postoperatif Kognitif Disfonksiyon Risk Faktorleri (38-40)

Preoperatif Intraoperatif Postoperatif
fleri yas Ameliyat suresi Respiratuar
komplikasyonlar
Kognitif bozukluk Cerrahi girigimler Postoperatif enfeksiyon
Koti saglik durumu Aort anevrizmasi | Psikoaktif medikasyon
ameliyati
Alkol bagimliligi Bilateral veya tek tarafli | Postoperatif agri
diz protezi
Glukoz, Na ve K | Nonkardiyak toraks | %30’un altinda
dengesizligi cerrahisi hematokrit
Intraoperatif kan kayb1 Kan transflizyonu
Elektrolit ve metabolik
dizensizlikler

2.6. Ratlarda Postoperatif Kognitif Fonksiyonlar1 Degerlendirmede
Kullanilan Yontemler

Ratlarda  kognitif  fonksiyonlar1 ~ davranigsal  yontemler ile
degerlendirilebilir ve kognitif fonksiyon ile iligkisi bulunan biyokimyasal

belirtecler bu amacla kullanilabilmektedir (Tablo 4).
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Tablo 4. Ratlarda Kkognitif fonksiyonlar1 degerlendirmede Kkullamilan

yontemler

Davranissal yontemler Biyokimyasal belirtecler
Radial Arm Maze Noron Spesifik Enolaz (NSE)
Morris su tanki1 S-100pB
Pasif sakinma
Dort levha testi

2.6.1. Ratlarda kognitif disfonksiyonlar1 degerlendirmede kullanilan
davramssal yontemler

Bellek bozuklugunu sinamak amaciyla en sik kullanilan yontemler sekiz
kollu labirent (Radial Arm Maze) ve Morris Su Tanki uygulamalaridir (41,42).
Radial Arm Maze ve Morris su tanki haricinde pasif sakinma, sartli zitlagma
testi, dort levha testi, merdiven testi gibi testlerde bu amacgla kullanilabilir
(43,44). Bunlar bellek bozuklugunun diizeyini saptamak amaciyla kullanilan
davranigsal yontemlerdir. Ozellikle néroproteksiyon calismalarinda yapilan
davranigsal ¢alismalarin morfolojik ¢aligmalar1 tamamladigr gosterilmistir
(41,42). Ek olarak kognitif fonksiyonlarin norotransmitterlerle olan iliskisinin
saptanmasi amaciyla da bu diizenekler kullanilmaktadir (45-47).

2.6.1.1. Radial Arm Maze Diizenegi ve Testi

Radial Arm Maze diizenegi, 30 cm ¢apindaki merkezi bir platformdan
1s1nsal olarak yayilan sekiz koldan olusmaktadir. Her kol koridor seklinde olup,

50 cm uzunlugunda ve 10 cm genisliginde yapilmistir (Resim 1). Bu duzenek ilk
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kez 1976 yilinda Olton ve Samuelson tarafindan ratlarda uzaysal hafizay
degerlendirmek amaciyla gelistirilmistir. GUnUmiizde de ratlarda hafiza
fonksiyonun degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir (48). Uzak ve

yakin bellek bu yontemle sinanabilir (49).

Resim 1. Calismamizda kullanilan RAM diizenegi

Radial Arm Maze Performansinin Degerlendirilmesi:

David Olton ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen RAM testi, deklaratif
bellegin bir bileseni olarak uzaysal bellek performansinin Ol¢limii amaciyla
siklikla kullanilan bir yontemdir. Normal bir sigan boyle bir RAM diizenegine

konuldugu zaman her bir kolun sonuna yerlestirilen yemleri buluncaya kadar
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aygitta dolasir. Yapilan denemelerle birlikte, sigan tiim yemleri bulmay1
ogrendigi zaman, RAM’nin her bir kolunu sadece bir kez ziyaret eder. Sigan,
kollarin her birine yeniden girmemeyi yani girmek (izere oldugu kolun daha dnce
ziyaret ettigi kol olduguna aygit etrafindaki basta gorsel olmak {izere bir takim
ipuglar kullanarak karar verir. Normal bir sicanin RAM performansit boyle iken
deklaratif bellek olusturmada bir kusuru bulunan Ornegin hipokampusu
zedelenmis bir sigan RAM diizenegine konuldugu zaman farkli bir performans
gosterir. Oyle ki, normal bir siganin aksine, girdigi kola birden fazla girer ve de
girdigi kolda, ziyaret etmedigi diger kollar varken anormal bir sekilde uzun
zaman gecirir. Boyle bir davranmis agik¢a uzaysal bellekteki bir sorunun
yansimast olarak degerlendirilmektedir. Bu nedenle RAM performanslari,
siganlarin girdigi kola tekrar girmesinin hata olarak degerlendirilmesiyle 6lgullr
(50,51).

Radial Arm Maze testinin birgok ilging versiyonu gelistirilmistir (49),
ancak RAM halen blyuk o6lglde orjinal dizayninda kullanilmaktadir (52). Her
kola yem konulan yontemde daha 6nce girdigi kola tekrar girmesi yakin bellek
bozuklugunu gosterirken, her kola yem konulmayan yontemde ise hayvan yem
konulmamis Kola girerse uzak bellek bozuklugunu gosterir (44). Radial Arm
Maze ile hipokampal lezyonlarin sonucunda olusan veya belirli bir gen ya da
proteinin kalitimi nedeni ile olusan hafiza bozuklugunu (53,54) ya da cep
telefonlarinin  yaydigi elektromanyetik dalgalar nedeniyle olusan hafiza

bozukluklarini tespit etmekte kullanilir (55-57).
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2.6.1.2. Morris Su Tanki Testi
Bu test i¢i zararsiz beyaz boya ile opaklastirilan yuvarlak bir ylizme
havuzunun i¢ine birakilan deney hayvanmin, su altina gizlenmis kagma

platformunu bulmasi ve bu sayede sudan kurtulmasi esasina dayanir (43,44).
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3. GEREC VE YONTEM

Gazi Universitesi Rektorliigii Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kuruluna
yapilan basvuru sonucunda G. U. ET. 13.034 kod numaras1 ile Gazi Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul onay:r alindiktan sonra Gazi Universitesi
Deneysel Arastirma Merkezi (GUDAM)’da 06.01.2014-25.02.2014 tarihleri
arasinda gerceklestirilen calisma Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
bagkanlhigr tarafindan 01/2013-15 proje kodu ile desteklenmeye uygun

bulunmustur.

3.1. Denek Sec¢imi

Calismada 240-285 g agirliginda 6 adet Wistar cinsi erigkin disi rat
kullanildi. Disi ratlarin 6strus evresinde erkek rati kabul doneminde ciftlesmeleri
saglandi. Arastirmada disi ratlarin gebelik tanis1 abdominal palpasyonla teshis
edildi. Disi ratlarda abdominal palpasyonla gebelik tanisi gebeligin 10-12.
giiniinde miimkiin olmaktadir (58).
3.2. Kullamilan Yontemler

Calismaya baslamadan Once ratlar tartilarak agirliklart kaydedildi. Ratlar
randomize 3 gruba (n=2) ayrildi. Gebeliklerinin yaklasik olarak 13-19. giinlerinde
fetal SSS gelisiminin oldugu dénemde ¢alismamiza baslandi (59). Her gebe rat
ayr1 kafeslere alinarak bakimlar1 saglandi.

Grup 1 (K) : Gebe Kontrol grubu (n=2): Bu gruptaki gebe ratlara 1. rata
bir kez yalnizca serum fizyolojik (SF) intramuskuler (im) olarak uygulandi. 2.

rata birer giin ara ile 3 kez tekrarlayan SF im uygulandi.
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Grup 2 (TK) : Gebe Ketamin (Ketalar®) tek giin tekrarlayan doz grubu
(n=2): Bu gruptaki gebe ratlara ayn1 giin icinde tek doz ketamin 50 mg.kg? im
olarak uygulandi ve 2 saat derlenmesi beklenerek tekrar ketamin uygulandi ve bu
dongii 3 kez tekrarlandi.

Grup 3 (CK) : Gebe Ketamin farkli giinlerde tekrarlayan doz grubu
(n=2): Bu gruptaki ratlara pazartesi — carsamba — cuma olmak Uzere birer giin ara
ile ve glinde 2 saat derlenmeleri beklenerek 3 kez ketamin 50 mg.kg™? uygulandu.

Ratlarda gebelik kopulasyondan doguma kadar ortalama 21-23 gin
stirmektedir (60). Gebe ratlarin dogumu beklendi.
Grup 1 Gebe Kontrol grubundaki 1. Rat bir kez SF im uygulanan rat islemden 3
giin sonra abort yapti.
Grup 1 Gebe Kontrol grubundaki 2. Rat birer giin ara ile 3 kez tekrarlayan SF im
uygulanan rat son uygulamadan 1 giin sonra dogum yapti.
Grup 2 Gebe Ketamin tek gin tekrarlayan doz grubu 1. Rat ketamin
uygulamasindan 4 giin sonra dogum yapti.
Grup 2 Gebe Ketamin tek gun tekrarlayan doz grubu 2. Rat ketamin
uygulamasindan 3 giin sonra abort yapti.
Grup 3 Gebe Ketamin farkli giinlerde tekrarlayan doz grubundaki 1. Rat ¢carsamba
giinii olan ikinci giin uygulamasindan 1 giin sonra abort yapti.
Grup 3 Gebe Ketamin farkli giinlerde tekrarlayan doz grubundaki 2. Rat cuma

giinii olan ti¢lincli uygulamasi yapildiktan sonra dogum yapti.
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Sonug olarak 3 gebe rat grubunda her gruptaki bir rat abort yapt1 ve bir rat
dogum yapti. Yavru sayilarini belirlemek i¢in 10 giin beklenildi.10 giin sonra
yavru sayimi yapildi.

Grup 1 Gebe Kontrol grubunda 12 yavru rat,

Grup 2 Gebe Ketamin tek giin tekrarlayan doz grubunda 4 yavru rat,

Grup 3 Gebe Ketamin farkli giinlerde tekrarlayan doz grubunda 5 yavru rat
sayildi.

Calismamiz icin gerekli olan her gruptan 6 yavru rat sayisi elde
edilemedigi igin Grup 2 i¢in 2 rat ve Grup 3 icin 1 rat elde etmek igin, yeni eriskin
2 disi rat ciftlestirilerek ayni siirecler tekrarlandi.

Yavru ratlara anneleriyle birlikte ayni kafeste bakildi ve 21 giin anne situ
alma donemleri beklenildi. Yavru ratlarin anne siitiinden kati gidaya gegtikleri
donemde yavru ratlar anne ratlardan ayirtilarak RAM performanslart
degerlendirildi.

Her gruptaki 6 yavru ratin cinsiyeti belirlendi ve RAM diizenegine
konulmadan 6nce viicut agirliklart takibi yapildi. 8 kollu RAM diizeneginin her
kolunun sonuna pelet yemler konuldu. Ratlarin RAM performansi 0.- 1.- 2.- 3.
saat baglarinda toplam 300 saniye olmak lizere kollara giris ¢ikis siireleri ve
sayilar kaydedildi.

RAM performansi degerlendirilirken ratlar 5nce RAM merkezine konuldu
ve kollarda 15 saniyeden fazla hareketsiz kalan rat alinip tekrar RAM merkezine
konuldu. Ratlarin RAM performansi 3 giin arka arkaya 0.-1.-2.-3. saatler olarak

tekrarlandi. 3. giliniin sonunda RAM uygulamasi bittikten sonra ratlar ketamin
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anestezisi altinda aortadan kan alinarak Otenazi uygulandi. Daha sonra beyin
dokular biitlinliik bozulmayacak ve travmatize edilmeyecek sekilde alinarak %
10’luk formol i¢ine konuldu. Beyin dokular1 histopatolajik inceleme icin Gazi
Universitesi T1p Fakiiltesi T1ibbi Patoloji Anabilim Dalina teslim edildi.
Histopatolojik incelemede; kontrol, tek giin tekrarlayan ketamin ve cok
gin tekrarlayan ketamin kodlu 6’sar denekten olusan beyin eksizyon ornekleri
%10’luk formalinde 24 saat fiske edildikten sonra koronal diizlemde, talamus ve
hipokampusu igerecek sekilde her birinden iki adet doku 6rnegi alindi. Rutin
takip sonrasi 4 mikrometre kalinhigindaki kesitler hematoksilen-eozin (H&E) ve
TUNEL yontemleri ile boyandi. Isik mikroskopik degerlendirmede o6zellikle
talamus, bazal ganglionlar ve hipokampiste cornu ammoniste néron kaybi, néron
zedelenme bulgulari, gliozis, iskemi bulgusu yoniinden degerlendirildi. NGron
zedelenme bulgular1 olarak; sitoplazmik sisme, vakuolizasyon, kromatolizis ve
yapisal bozukluk (displastik goriinlim) olup olmadig1 degerlendirildi. TUNEL

yontemi ile pozitif hiicre indeksi 10 blyuk biyltmede apoptotik hiicre sayildi.
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3.3. istatiksel Degerlendirme

[statistiksel degerlendirme SPSS 20,0 bilgisayar programinda asagida
siralanan testler kullanilarak gergeklestirildi. Istatistiksel analiz verileri [ortalama
+ standart sapma (SS), (En az-En cok), n (%) olarak sunuldu. Yapilan tiim
istatistiksel analizlerde anlamlilik sinir1 olarak p<0,05 degeri anlamli kabul
edildi.

Olcuilebilen parametrelere Shapiro-Wilk testi uygulanarak dagilimin
normal ya da anormal olup olmadigi belirlendi. Gruplar arasinda fark olup
olmadigin1 belirlemede bagimsiz gruplarda tek yonli ANOVA testi ile
degerlendirildi. Farklilik olmast durumunda gruplar arasi Bonferroni testi ile
karsilastirilma yapildi.

Radial Arm Maze giris ¢ikis gibi verilerde; gruplar igerisinde tekrarlayan
Olglimler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisimin meydana gelip
gelmedigi, Tekrarli Olgiimler Varyans analizi ile arastirildi.  Tekrarli Olgiimler
Varyans analizi istatistigi sonucunun 6nemli bulundugu durumlarda s6z konusu
farka neden olan dl¢lim zamanini tespit etmek amaciyla Bonferroni Diizeltmeli

karsilagtirma testi kullanildi.

Cinsiyet verisi degerlendirmesi Chi-square veya Fisher’in kesin Chi-

square testleri ile yapildi.
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4. BULGULAR

Calismaya alinan bebek ratlarin agirliklari ti¢ 6l¢lim zamaninda da gruplar

arasinda anlamli olarak farkli bulundu. Agirliklar Grup CK’ da Grup K’ ya gore

anlamli olarak yiiksek bulundu (p=0.001, p=0.005, p=0.002, sirasiyla). Cinsiyet

gruplar arasinda benzerdi (p>0.05), (Tablo 5).

Tablo 5. Gruplarn viicut agirh@: ve cinsiyet degerlerine ait veriler [Ort +

SS, n (%), (En az-En ¢ok)].

Grup K Grup TK Grup CK P
(n=6) (n=6) (n=6)
AGrhk L gin | 23284060 | 3550£11,43 | 44,2711,32"
(22.60-24) | (2050-4530) | (21,20-50) | 0009
Agrhk 2. gin | 2607+047 | 36621138 | 47,25+1187*
(2520-26,50) | (21,80-46,90) | (23,10-5320) = 2006
Agrhk 3. gUn | 27.70t110 | 39,35:12.02 | 50,38+12,82
(2650-2050) | (23,80-50,30) | (24,30-57,70) | 006
Cinsiyet (D/E) | 5(833)/1(16,7) | 5(66,1/1(333) | 5(66.0/1G33) | (746

p degeri: Coklu karsilastirmalarda
*: p<0,05 (Grup K ile karsilastirildiginda)
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Dogum sonrast 21 giin beklendikten sonra RAM testi uygulandi. ilk ve
ikinci gun oOlcumlerinde giris-gikislar gruplar arasinda benzer bulundu (Tablo
6,7). Uclincii giin Gglincli saat olgtimlerinde kontrol grubuna gére TK grubunda
giris-¢ikiglar belirgin olarak artmis olarak tespit edildi (p=0.011), (Tablo 8).

Grup i¢i degerlendirmede; Gruplarda ilk 6l¢iim zamani ile diger 6l¢iim zamanlari

karsilastirildiginda giris-cikislar benzer bulundu.

Tablo 6. Gruplarin 1. giin RAM giris ¢ikisa ait veriler [Ort + SS, (En az-En

cok)].

Grup K Grup TK Grup CK P

(n=6) (n=6) (n=6)
Saat 0 (giris-cikis) 10,50£3,50 | 11,5045,47 9,83+3,66

(7-17) (3-19) 414y | 079
Saat 1 (giris-qikis) | 10,83+5,11 | 10,33+8,23 8,17+3,31

(4-18) (2-23) (3-13) 0,714
Saat 2 (giriy-gikis) | 11,83£313 | 12,004521 | 10,17+534

(8-15) (7-21) (5-17) 0,758
Saat 3 (giriy-gikis) | 13,33£500 | 12,334539 | 9,17+3,86

(7-21) (5-20) (2-13) 0,319




Tablo 7. Gruplarmn 2. giin RAM giris c¢ikisa ait veriler [Ort £ SS, (En az-En

¢oKk)].

Grup K Grup TK Grup CK P

(n=6) (n=6) (n=6)
Saat 0 (giris-cikis) | 15,6746,57 | 13,83£8,23 | 9,0043,52

(7-25) (3-22) 13 | 2210
Saat 1 (giris-cikis) | 10,33%5,75 | 15004921 | 8,83%4 49

(4-21) (3-25) 2-16) | %28
Saat 2 (giris-cikis) | 10174577 | 10,67£9.93 | 12334512

(1-17) (8-29) 5200 | 009
Saat 3 (giris-cikis) | 11,83%4.75 | 17,33£9,73 | 8,66%6.43

(5-17) (3-25) @21y | 0147
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Tablo 8. Gruplarin 3. giin RAM giris cikisa ait veriler [Ort = SS, (En az-En

¢ok)1.

Grup K Grup TK Grup CK P

(n=6) (n=6) (n=6)
Saat 0 (giris-cikis) | 16,004452 | 18504056 | 12,174511

(9-21) (4-27) 617y | 0P
Saat 1 (giris-cikis) | 10,33%6,95 | 18,0048,98 | 19,1746,88

(2-23) (9-31) a1-30) | 0130
Saat 2 (giris-cikis) | 12,1742,64 | 17174658 | 17,5046.85

(9-16) (10-25) 8-26) | 0218
Saat 3 (giris-cikis) | 11,5044.76 | 24,00£10,50% | 16,33%572

(6-17) (9-33) (9-23) 0,033

p degeri: Coklu karsilastirmalarda

*: p<0,05 (grup K ile karsilastirildiginda)

Dogum sonrast 21 giin beklendikten sonra RAM diizeneginde; ilk gin
Olg¢limlerinde 15 saniyenin altinda olan girig-¢ikislar gruplar arasinda benzer
bulundu (Tablo 9). ikinci giin ikinci saat 6l¢iimlerinde; kontrol grubuna gére TK
grubunda 15 saniyenin altinda giris-¢ikislar belirgin olarak artmis olarak tespit
edildi [(p=0.03), Tablo 10]. Uclincli gin (giincii saat Glctimlerinde kontrol
grubuna gore TK grubunda 15 saniyenin altinda giris-¢ikislar belirgin olarak

artmig olarak tespit edildi (p=0.007), (Tablo 11).

Grup i¢i degerlendirmede; Gruplarda ilk 6l¢iim zamani ile diger Slgiim
zamanlari karsilastirildiginda giris-¢ikislar benzer bulundu.
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Tablo 9. Gruplarin 1. giin RAM 15 saniye altinda giris ¢ikisa ait veriler [Ort

+ SS, (En az-En ¢ok)].

GrupK | Grup TK | Grup CK P

(n=6) (n=6) (n=6)
Saat 0 (girig-g1kis) | 5,50£4,59 | 6,83%5,74 | 417%3,92

(0-13) (0-14) 09 | 9639
Saat 1 (girig-gikis) | 550+4,41 | 7,33£843 | 2,67%2,80

(0-13) (0-21) (0-8) 0,387
Saat 2 (girig-gikis) | 4,00£3,68 | 7,67£6,50 | 5 17+4,40

(1-11) (1-20) 111y | 0481
Saat 3 (girig-gikis) | 7,175,904 | 8,50£7,49 | 5.33%3,50

(1-17) (0-19) (0-8) 0,651
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Tablo 10. Gruplarmm 2. giin RAM 15 saniye altinda giris ¢ikisa ait veriler

[Ort £ SS, (En az-En ¢ok)].

Grup K Grup TK Grup CK P
(n=6) (n=6) (n=6)
Saat 0 (giris-cikis) | 12,0068,05 | 108311026 | 4,67%4,17
(3-24) (0-22) o011 | 07
Saat 1 (giris-cikis) | 4004558 | 12,83£1007 | 51746,04
(0-15) (0-24) (©0-15) | 0120
Saat 2 (giris-cikis) | 5331524 | 17,67£10,00% | 7,17507
(0-15) (3-28) (1-16) | 2028
Saat 3 (giris-cikis) | 6.83£397 | 1550£11,65 | 4,1747.41
(3-13) (0-24) ©o-19) | %077

p degeri: Coklu karsilastirmalarda

*: p<0,05 (grup K ile karsilastirildiginda)
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Tablo 11. Gruplarin 3. giin RAM 15 saniye altinda giris c¢ikisa ait veriler

[Ort £ SS, (En az-En ¢ok)].

Grup K Grup TK Grup CK P
(n=6) (n=6) (n=6)
Saat 0 (giris-cikis) | 10,174510 | 166741078 | 7,674441
(5-19) (1-26) @213 | 0120
Saat 1 (giris-cikis) | 3,83%6,08 | 13171061 | 14174825
(0-16) (1-27) (a-28) | 0101
Saat 2 (giris-cikis) | 3.33£2,66 | 135021033 | 13,1748,13
(1-8) (0-23) (1-23) | 0063
Saat 3 (giris-cikis) | 3.672,94 | 20,67+13.35% | 11,5048,96
(0-7) (1-32) (1-22) | 0023

p degeri: Coklu karsilastirmalarda
*: p<0,05 (grup K ile karsilastirildiginda)

Isik mikroskopik degerlendirmede ozellikle talamus, bazal ganglionlar ve
hipokamplste cornu ammoniste ndron kaybi, ndron zedelenme bulgulari, gliozis,
iskemi bulgusu goriilmemistir. Noron zedelenme bulgular olarak; sitoplazmik
sisme, vakuolizasyon, kromatolizis ve yapisal bozukluk (displastik gorinim)
saptanmamistir. TUNEL yontemi ile pozitif hiicre indeksi 10 biyiik buyttmede

apoptotik hiicreye rastlanmamustir.
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Sekil 4. Tek gun tekrarlayan ketamin grubunun histopatolojik gérantmleri

12.5x H&E tiim beyin alanlar1 40x H&E hipokampls

40x H&E bazal ganglionlar

200x H&E bazal ganglionlar 200x TUNEL yontemi
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Sekil 5. Cok guin tekrarlayan ketamin grubunun histopatolojik géruniimleri

12.5x H&E tiim beyin alanlari 40x H&E hipokamplis

40x H&E bazal ganglionlar 200X H&E hipokampils

200x H&E bazal ganglionlar 200x TUNEL yontemi
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Sekil 6. Kontrol grubunun histopatolojik géraniamleri

12.5x H&E tiim beyin alanlar 40x H&E hipokampls

40x H&E bazal ganglionlar 200x H&E hipokampiis

200x H&E bazal ganglionlar 200x TUNEL yontemi

Beyin dokusunun histopatolojik 06zellikleri incelendiginde gruplar birbirine

benzer bulundu (Tablo 12).
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Tablo 12. Ratlarin beyin dokusuna ait histopatolojik veriler

GrupK | Grup TK @ Grup CK
(n=6) (n=6) (n=6)
Noron kaybi Yok Yok Yok
No6ron zedelenme bulgusu Yok Yok Yok
Gliozis Yok Yok Yok
Iskemi bulgusu Yok Yok Yok
TUNEL pozitif hiicre 0 0 0
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5. TARTISMA

Gebe ratlarda tekrarlayan ketamin anestezisinin fetlls SSS Uzerine
etkilerini arastirdigimiz bu deneysel calismada; tek gln tekrarlayan ketamin
anestezisi verilen rat grubunun yavrularinda RAM diizeneginde hareketlilik artisi

oldugunu gozlemledik.

Gunumuzde tip ve teknolojide yasanan gelismelere paralel olarak daha
kiigiik yastaki c¢ocuklarda daha karmasik operasyonlar yapilabilmektedir. Bu
nedenle preterm ve yenidoganlara hatta anne karninda operasyon gegiren
bebeklere anestezi uygulanmaktadir. Ote yandan annenin gebelik déneminde
tetkik veya tedavi amacglhi girisimler nedeniyle anesteziklere maruziyeti de
artmaktadir. Bebeklerin anne karninda beyin gelisiminin hassas oldugu donemde
anesteziye veya tekrarlayan anestezi uygulamalarma maruz kalmas: kaginilmaz

olmaktadir.

Genel anestezi, disaridan uygulanan farmakolojik ajanlarla vital
fonksiyonlar korunurken gegici biling kaybi, refleks aktivitede azalma ve degisen
derecelerde kas gevsemesi ile karakterize ve geri doniiglii bir durumdur. Genel
anestezik ajanlarin ¢ok sayida molekiiler yap1 ile etkilesimi sonucu potansiyel
zararli etkileri olabilecegi kabul edilmis ve yapilan laboratuvar ¢alismalar ile
genel anestezinin norotoksik etkisi ortaya konulmustur. Giinlik anestezi
uygulamalarinda kullanilan  volatil anestezikler, ketamin, barbitiiratlar,

benzodiazepinler ve propofol gibi genel anestezik ajanlarin, tek basma veya
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kombine kullanimlarmin g¢esitli memeli tiirlerinde gelismekte olan ndronlarda

ndroapoptotik dejenerasyona neden oldugu gosterilmistir (61-70).

Ratlar insan doku ve sistemlerine metabolik benzerlikleri, kii¢iik olmalari,
goreceli olarak uysal olmalari, émirlerinin ve gebelik sirelerinin kisa olmasi
nedeniyle deneysel arastirmalarda tercih edilirler. Pek ¢ok fizyolojik benzerlikler
ve anatomik karakteristiklerden dolay1 ratlar toksikolojik ¢aligmalarda sec¢ilmekle
birlikte, bu hayvanlarla yapilan ¢alismalarda farkliliklarin olabilecegi de
bilinmelidir. Ratlarda plesanta dikkati cekecek kadar cok gozeneklidir. Bu
farklilik fetGisuin verilen test materyallerine veya fetiisiin karsi karsiya kaldigi test
materyalinin daha fazla olmasina neden olur. Laboratuvar hayvanlarinda kas ici
enjeksiyonlar quadriceps, biceps femoris ve triceps kaslarina yapilir. Biceps
femoris kasi laboratuvar hayvanlarinda en az rahatsizliga yol acan uygulamadir
(58,71). Bu ¢alismada ketamin uygulamasi gebe ratlara biceps femoris kasindan

yapilmustir.

Ratlarda gebeligin tan1 yontemlerinden biri abdominal palpasyondur.
Ratlarda gebelik abdominal palpasyonla gebeligin 10. gininden itibaren
saptanabilir (58). Gebelik kopulasyondan doguma kadar ortalama 21-23 gin
stirmektedir (60). Sinaptogenezis embriyonik doénemin 13-19. gunlerinde
gerceklesmektedir (59). Siitten kesilme 21 giinliikkken baslar ve yavru ratlar kati
gida tiiketip, su icebilecek hale gelirler (72). Bu c¢alismada ratlar gebe
birakildiktan sonra gebeliklerinin teshisi 10-12. giinlerde GUDAM veteriner

hekimleri tarafindan abdominal palpasyonla yapilmistir. Gebe oldugu teshis
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edilen 6 anne rat randomize olarak 3 gruba ayrilmistir. Tek giin tekrarlayan ve ¢ok
glin tekrarlayan ketamin uygulamasi gebeliklerinin 13. giliniinden baslayarak
uygulanmistir. Her gebe rat ayr1 kafeslerde bakilmistir. Yavru rat sayimi anne
ratlar1 etkilememek i¢in dogumdan 10 giin sonra yapilmistir. Yavru ratlarin 21
giinliik siitten kesilme siireleri beklenip kat1 gidaya gecmeleri beklenilmistir. Kati

gida yemeye baslayan ratlara RAM testi yapilmistir.

Ratlarin ve insanlarin embriyonik gelisimi arasindaki en 6nemli fark
gebelik suresidir. Bu sre ratlarda 21-22 giin, insanlarda ise yaklasik 267 giindiir.
Fertilizasyon ve blastula safhasi benzerlik gosterir (73). Ratlarda intrauterin
hayatin 8-14. gunleri organogenez donemi olarak bildirilmistir (74). Ratlarlarda
somit olusumu 9. giiniin sonunda ve 10. giinde baglar ve her giin yeni somitlerin
ilave olmasiyla artarak 16. giinde tamamlanir. Rat embriyosunun 12,5 gunlik iken
bitiin organlarinin belirgin oldugu belirtilmistir (75). Ratlarda da insanlarda
oldugu gibi beyin; 6n beyin (prosensefalon-forebrain), orta beyin (mesensefalon-
midbrain) ve arka beyin (rhombensefalon-hindbrain) olusturacak sekilde
béliimlere ayrilir. Beyin ventrikiilleri insandakine benzer dzelliktedir. insanlarda
oldugu gibi 12 ¢ift kranial sinirleri vardir (76). Ratlarda sinaptogenezis postnatal

7-30 giinler arasinda devam etmektedir (61,77).

Fetal sinir sistemi noral plaktan gelisir. Notokord ve paraksiyal mezoderm,
noral plaga farklilasmak iizere lizerindeki ektodermi uyarir. Noral plaktan noral
katlantilar, noral tiip ve noral krista olusur. Noral tiip merkezi sinir sistemine

farklilasir. Noral krista ise periferik sinir sistemi ve otonom sinir sisteminin biyuk
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kismin1 yapan hiicreleri olusturur. Noral plak ve noral tiip olusumu olarak bilinen
norulasyon sureci 4. haftanin basinda (22-23. giinler) baslar. N6ral kanal; beynin
ventrikiler sistemi ve medulla spinalisin kanalis sentralisini yapar (78). Beyin, 4.
somit ¢iftinin kranialindeki noral tlipten gelisir. Noral katlantilarin tamamen
birlesmesinden Once; gelisen noral tiipiin rostral ucunda ii¢ farkli kesecik goriiliir.
Rostralden kaudale, 3 primer beyin kesecigi on beyin (prosensefalon-forebrain),
orta beyin (mesensefalon-midbrain) ve arka beyin (rhombensefalon-
hindbrain)’dir. 4. haftanin baglamasiyla 6n beyin telensefalon ve diensefalon
olmak uzere; iki sekonder beyin kesecikleri vezikiillerine ayrilir. Arka beyin de 5.
haftada metensefalon ve miyelensefalona ayrilir (79-81). Insan beyninde; primer
sensori motor korteks doguma yakin, temporal korteks 9. aya kadar ve prefrontal

kortexte 3 yasa kadar sinaptogenezis devam etmektedir (82).
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Sekil 7. insan ve rat beyin yapilarini gdsteren sematik ¢izimi (83).

Genel anestezinin kognitif fonksiyonlardan biri olan hafizay: etkilemesinin
ilk kez bildirilmesinden bu yana 200 yildan fazla zaman ge¢mistir (84). Ancak
giiniimiizde de anestezi ile kognitif fonksiyonlar arasi iliski yogun arastirmalara
konu olmaktadir. Yapilan ¢alismalarda kullanilan yontem ve farkli yas gruplarina
gore degisen siklik, siire ve siddette postoperatif kognitif fonksiyon bozukluklar
bildirilmektedir (85-95). Genel anestezi altinda yapilan cerrahi bir girisim sonrasi
kognitif fonksiyonlarin degerlendirilmesindeki amag; genel anestezik ajanlarin
artik etkilerini belirleyerek derlenme diizeyini saptamak ya da anestezi ve cerrahi

girisimin neden oldugu kognitif fonksiyonlardaki bozulmayi aragtirmaktir (92).
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Postoperatif kognitif bozukluklar konsantrasyon gii¢liiglinden, deliryuma kadar
uzanan genis bir klinik yelpazededir (96-98). Ratlarda kognitif fonksiyonlar
davranigsal yontemlerle degerlendirilebilir. Ratlarda bellek bozuklugunu sinamak
amaciyla en sik kullanilan yontemler sekiz kollu labirent (RAM) ve Morris Su
Tanki uygulamalanidir (41,42). Radial Arm Maze Testi ratlarda hafiza
fonksiyonun degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilmaktir (48). Uzak ve
yakin bellek bu yontemle sianabilir (49). Bu ¢alismada yavru ratlarin kognitif
fonksiyonlarmin heniiz anne karninda iken uygulanan ketamin anestezisinden

etkilenip etkilenmedigi RAM testi ile degerlendirilmistir.

Kognitif fonksiyonlarin ortaya ¢ikmasinda bazi beyin alanlariin 6ncelikli
oldugu laboratuar c¢aligsmalari ile ortaya konulmustur. Hipokampiis, spasyal
ogrenme ve hafiza fonksiyonlarinda énemli bir role sahip olan beyin alanidir (99).
Bu ¢alismada yavru ratlarin RAM testinin degerlendirilmesinden sonra 6tenazi
uygulanarak beyin dokulart alinmistir. %10’luk formalin icine konulan beyin
dokulart GUTF Patoloji Anabilim Dalina teslim edilmistir. Patolojide; kontrol, tek
gin tekrarlayan ketamin ve ¢ok gun tekrarlayan ketamin gruplarini ayiracak
sekilde kodlanmis 6’sar denekten olusan beyin eksizyon ornekleri %10’ luk
formalinde 24 saat fikse edildikten sonra koronal diizlemde, talamus ve
hipokampusu igerecek sekilde her birinden iki adet doku 6rnegi alinmistir. Rutin
takip sonrast 4 mikrometre kalinligindaki kesitler H&E ve TUNEL yontemleri ile
boyanmistir. Isik  mikroskopik degerlendirmede 6zellikle talamus, bazal
ganglionlar ve hipokampuste cornu ammoniste néron kaybi, néron zedelenme

bulgulari, gliozis, iskemi bulgusu yoniinden degerlendirilmistir. Noron zedelenme
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bulgular1 olarak; sitoplazmik sisme, vakuolizasyon, kromatolizis ve yapisal
bozukluk (displastik goriinlim) degerlendirilmistir. TUNEL yontemi ile pozitif

hiicre indeksi 10 biiyiik biiyiitmede apoptotik hiicre sayilmistir.

Jevtovic-Todorovic ve arkadaslarinin 7 giinliik ratlarda yaptigi ¢alismada;
bir grup rata 6 saat izofluran, N2O veya midazolam kontrol grubuna da 6 saat ayni
ortam kosullarinda hava verilmis. Anestezi alan grup randomize 3 gruba ayrilmis;
strastyla postmortem histopatoljik degerlendirme, 160 giinliik peryodda RAM,
Morris Water Maze ve Morris Maze testleri ile spasyal bellek kapasitelerinde
degerlendirme ve tiglincii gruba da hipokampiisde uzun dénem potansiyalizasyon
degerlendirmesi yapilmistir. Anestezi alan gruplardan RAM grubunda 6grenmeyi
gosteren kriterlere ulagsma siireleri istatistiksel olarak anlamli olmasa da kontrol
grubuna gore daha yavas oldugu bulunmus (61). Bu arastirmada segilen anestezi
ajanlar1 izofluran, N>O veya midazolam iken ¢alismamizda ketamin kullanilmistir.

Young ve ark. bir grup fareye ketamin, bir gruba midazolam ve bir gruba
da ketamin ve midazolami birlikte vererek 7 giinliik farelerde yaptigi ¢alisma
sonucunda; kaudat nukleus ve serebral kortekste olusan néroapoptozisin anestezik
ajanlar birlikte kullanildiginda daha fazla oldugunu bildirmislerdir (63).
Calismamizda tek ajan olarak ketamin kullanmakla birlikte tek uygulama veya
tekrarlayan uygulama olmak iizere kontrol grubu disinda iki grup olusturulmustur.

Zhao ve ark. gebe ratlarda yaptiklar1 ¢calismada; gebeliklerinin 14. giiniinde
bir gruba (n=6) ketamin anestezisi (40 mg.kg™* bolus im enjeksiyon sonrasi 40-60
mg/kg/h iv inflizyon 2 saat) uygulamislar ve bir grup (n=6) kontrol grubu olarak

calisilmis. 6 gebe ratin 3 tanesi gebeliklerinin 22. giiniinde sezaryenle yavru ratlar
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alinip nérogenezis ¢alismasi i¢in kullanilmis ve diger 3 anne ratin normal dogumu
beklenilmis. Her gruptan 2 yavru ratin dogum sonrasi 6. saatte histolojik olarak
beyin dokusu incelenmis, geri kalan yavru ratlara takip eden giinlerde g¢esitli
davranis degerlendirme testleri uygulanmis. Calisma sonucunda rat yavrularinda
hafiza kaybi, depresyon benzeri, anksiyete benzeri davranigsal bozukluklar ve
diisiik kilolu dogum izlenilmis (100). Calismamizda bu ¢aligmadan farkli olarak,
farkli giinlerde tekrarlayan ketamin uyguladigimiz gebe rat grubunun yavru
ratlarinin viicut agirliklar1 kontrol grubundaki yavru ratlara gore anlamli olarak
yiiksek bulunmustur. Kronik stresin yavru ratlarda diisilk dogum agirligina neden
oldugu bilinmektedir. Aragtirmamizda ketamine maruz kalan ratlarin viicut
agirhiginin neden yiiksek oldugunu agiklayamiyoruz. Bu konuyla ilgili detayl
aragtirmalar yapilmasi gerektigi kanisindayiz.

Palanisamy ve ark. gebe ratlarla yaptiklari benzer ¢caligmada gebeliklerinin
14. guniinde 4 saat % 4 izofluran ve %100 oksijen verilmis. Daha sonra yavru
ratlarin ( N=26; 12 izofluran, 14 kontrol) spontan lokomotor aktiviteleri izlenmis.
Yavrularin dolagma mesafesi, ortalama hizi, dolasma frekansi, girdikleri kol sayis1
ve haraketsiz durma siireleri arasinda anlaml fark izlenmemis. Ayrica yavrularin
fiziksel ozlellikleri (kilo, boy gibi) agisindan her iki grup arasinda fark izlenmemis
(101). Bizim c¢alismamizda ise tek giin tekrarlayan ketamin grubunun yavru
ratlarinda kontrol grubuna gore sekiz kollu RAM diizeneginin kollarina giris ¢ikis
sayilar1 3. giin 3.saatte belirgin olarak artmig bulunmustur. Ayrica RAM testinde

15 saniyenin altinda kollara giris ¢ikisa bakildiginda 2. giin 2.saat ve 3.gilin
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3.saatte tek giin tekrarlayan ketamin grubunda kontrol grubuna gore belirgin artis
gorilmistiir.

Anestezik ajanlarla yapilan diger calismalarda anestezik madde genelikle
gestasyonel donemin 14. gininde (G14) verilmektedir. Verilen anestezik
ajanlarin GABA ve NMDA reseptOrleri iizerine etkili oldugu bir¢ok ¢aligmada
gosterilmistir. Yapilan ¢alismalarda G14 de anne karnindaki ratlarin beyninde bu
donemde GABA reseptorlerinin fonksiyonel oldugu ancak NMDA reseptorlerin
non-fonksiyonel oldugu gorilmiistiir ve bu 6nemli bir durumdur (102-104). Bu
nedenle bu dénemde verilen anestezik maddenin NMDA reseptorleri (zerine
baskilayici etkisi yok sayilip, GABA reseptorleri tizerine situmilan etkisi oldugu
diistiniilmektedir. GABA reseptorlerin beyin gelisimi iizerine etkisinin baskilayici
oldugu bilinmektedir. Ote yandan gestasyonel dsnemde GABA nin beyinde trofik
etkisi oldugu; hucre proliferasyonda, progenitor hiicre sayisinda, hicre
farklilasmasinda ve hicre migrasyonunda artisa neden oldugu gosterilmistir
(105,106). Bizim ¢aligmamizda kullandigimiz anestezik ajan ketamin; bir NMDA
reseptor antagonistidir. Calismamizda ketamin gebe ratlara 13-19. gunlerde
uygulandi ve bu donemde NMDA reseptorlerinin non-fonksiyonel oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle bizim c¢alismamizda, benzer ¢alismalarda olan
ketaminin beyin lizerine baskilayict etkisinin NMDA reseptor {lizerinden degil,
total noron kaybina bagli oldugu fikrini desteklemektedir.

Zheng ve ark. gebe farelerde yaptig1 ¢alismada gebeliklerinin 14. glnunde
% 2.5 sevofluran ve %2100 oksijen 2 saat boyunca uygulanmis. Yavru farelere

postnatal 31-37. ginlerde Morris Water Maze Testi uygulanmis. Yavrular
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arasinda; yavrularin platformda gecis zamani ve ylizme zamani arasinda fark
saptanmazken O0grenme ve hafiza acisindan sevofluran grubunda kayip oldugu
izlenmis. Aymi ¢alismada sevofluran anestezisi alan yavru ratlarda proinflamatuar
sitokin olan interlokin (IL)-6 ve apoptotik sirecte etkili olan Caspase-3
aktivasyonunda artis, postsinaptik marker olan PSD-95 ve sinaptofizinde azalma
izlenmistir (107). Zheng ve ark yaptigi bu ¢alismada anestezik ajanlarin néron
gelisimi ve buna bagli 6grenme gliglii§ii ortaya c¢ikmasi proinflamatuar sitokin
artisina baglanmistir. Bilindigi gibi IL-6, proinflamauar sitokin artisina neden
olmakta ve proinflamatuar sitokin dejars1 da ¢esitli kademelerde apoptozise dogru
olan yolu hizlandirmaktadir (108-110). Bu siire¢ akla anestezi esnasinda
verilebilen SSS’ye etki eden antiinflamatuar ajanlarin bu ndron dejenerasyonu
strecinde yavaslama ve duraklama agisindan yararli olabilecegi hipotezini
getirmektedir (107). Ancak antiinflamatuar ajanlarin etkinligiyle ilgili yapilmis
caligmalar bulunmamaktadir. Cocuklarda g¢evresel uyaranlarin artirtlmasinin da
tim noéron gelisimi basamaklarinda etkili rolii bulunmaktadir. Antiinflamatuar
ilaglarin ~ kullanilmasi, yine benzer diisiince ile ¢evresel uyaranlarin
zenginlestirilmesi de anestezik ilaglarin norotoksitesini geri dondurulebilecegi
diistiniilmektedir (111-114).

Slikker ve ark. yaptiklar diger bir ¢alismada ketamin de dahil olmak tzere
bitin genel anesteziklerin plesantayr gectigi ve bunlarin sinaptogenezis esnasinda
apoptozise yol actigini gostermistir (65). Ketaminin hayvan modellerinde beyin
gelisimi doneminde tekrarlayan dozlarda verilmesi sonucunda nérodejenerasyona

neden oldugu goriilmistiir (115,116). Postpartum ilk haftada 24 saat ketamin
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anestezisi uygulanan maymunlarda kalici kognitif bozukluklar gériilmiistir (117).
Postpartum 5. glnde 8 saat sireyle izofluran ve N2O anestezisi verilen
maymunlarin beyin dokular1 incelendiginde neokortikal alanlarda, frontal korteks,
temporal girus ve hipokampuslerinde néroapoptozis bulgular1 goriilmistiir (118).

Subiculum hipokampal-kortikal ve hipokampal-subkortikal baglantilarinda
onemli pozisyonda yer alan hipokampal formasyonun bir pargasidir. Daha dnce
yapilan caligmalarda genel anesteziklerin Ozellikle subiculum gelisimde rol
oynayan geng noronlarda ve sinaptogenezis asamasinda Gesitli hasarlara yol agtigi
gosterilmistir. Ayrica bunlara ek olarak noropil hasari, mitokondri dejenerasyonu
ve sinapslarda volumetrik gelisimde duraklamaya neden oldugu izlenmistir (119).
Ozellikle Morris ve Galaninin yaptigi calismalarda; subicular bélgede olusan
hasarlarin uzun donem o6grenme giicliigii ve hafiza kaybma yol agtigi ortaya
konulmustur (120,121).

Patolojik bulgular ve kognitif fonksiyonlar arasinda iligki oldugu
diigiiniilmesine ragmen Loepke ve ark. izofluran ile yaptigi caligmada; erken
donemde apoptotik norodejenerasyon izlendigini, ancak ndron kaybina ve
norokognitif fonksiyon kaybina neden olmadigini bildirmistir (62). En hizli masif
néron harabiyeti yapan nedenler hipoksi ve iskemidir. indeed ve ark. ise yaptiklari
calismada hipoksiye maruz kalan ratlarda hipoksi sonrasi 4. glinde hizl1 yenilenme
ile ndropillerin normal goriiniimde oldugunu gozlemistir (122). Benzer sekilde
kafa travmasina maruz birakilan ratlarda travma sonrast 5. giinde 01U hticrelerin
ortadan kalktigi ve normal gorinimde dokular izlendigi kaydedilmistir (123).

Bunun tersini savunan benzer metodolojideki calismalarda etken sonrasi 14.
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giinde hastalikli néropillerin izlendigi kaydedilmistir (124,125). Calismamizda ise
gruplar arasinda néron kaybi, néron zedelenme bulgusu, gliozis, iskemi bulgusu
ve TUNEL pozitif hiicre agisindan anlamli fark tespit edilmemistir.

Anestezik kullanim1 ve beyin gelisimi agisinda insanlar iizerinde yapilan
calismalar da vardir. Rocehster Minesota’da 1976 ve 1982 yillar1 arasinda dogan
8548 cocuk incelenmis, bunlardan 2 yasindan once anestezi alan 350 ¢ocuk ile,
rastgele secilmis 700 c¢ocuk kontrol grubu olarak karsilastirilmistir. Genel
karsilastirmada LDs testi (okuma, yazi dili, matematik) acisindan fark
bulunmazken, spesifik se¢ilmis grup olan birden fazla anestezi uygulamasina
maruz kalan ¢ocuklar ile kontrol grubu olan ¢ocuklar arasinda matematik puani
agisindan anlamli fark izlenmistir (126). Yine Dimaggio ve arkadaglarinin yaptigi
calismada fittk nedeni ameliyat olan ¢ocuklar ile anestezi almamis cocuklari
karsilastirmis ve anestezi alan c¢ocuklarda davranigsal bozukluklarda artis
izlenmistir (127). Tiim bunlarin aksine Bartels ve arkadaslarinin anestezik ajanlara
maruz kalan ve kalmayan tek yumurta ikizleri Uzerine yaptigi ¢alismada yapilan
mental testlerde anlamli fark bulunmamastir (128). Pilot bir ¢alisma olan Kalkman
ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada da 2 yasindan 6nce anestezik maddeye maruz
kalan ¢ocuklarda davranigsal olarak anlamli farklilik saptanmamuistir (129).

Dikkat eksikligi ve hiperaktivite bozuklugu Amerika ve Avrupa
iilkelerinde dogan ¢ocuklarin yaklasik %5 inde goriilen ve ¢esitli etkenler nedeni
ile giderek artan oranda goriilen hastaliklardir (130). Dikkat eksikligi ve
hiperaktivite bozuklugu tedavisinde kullanilan amfetamin ve metilamfetamin

benzeri ilaglar postsinaptik bolgede bulunan dopamin reseptdr duyarliligini
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arttirarak fonksiyon saglarlar (131). Yapilan ¢alismalarda gelismekte olan beyin
Uzerinde glutamat reseptorii antagonize eden etkenler, hiperaktivite ve dikkat
eksikligine neden olmaktadir (132). Frederiksson ve Archer’in yaptigi ¢alismada
dogum sonras1 10. giinde 50 mg.kg? subkutan ketamin enjeksiyonu yapilmus,
yavrular 4 haftalik olduktan sonra bazal motor aktivitelerine bakilmis. Calismada
ketaminin SSS’de NMDA reseptor blokaji ile farelerde ilerleyen donemde
hiperaktivite ve dikkat eksikligi goriildigli izlenmistir. Yine ayni g¢alismanin
devaminda fareleri diisiik doz (0.25 mg.kg?) D-amfetamin verilmis, ve ketamine
bagli olan bu yan etkilerin ortadan kalktigi izlenmistir (133). Bizim ¢alismamizda
da ketamin uygulamasi yapilan gebe ratlarin yavrularinda histopatolojik olarak bir
degisiklik saptanmamakla birlikte aktivite artis1 seklinde davranis degisikligi

gbzlemlenmistir.
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6. SONUC

Bu deneysel ¢alismanin sonucunda; intrauterin 13-19. Ginlerde ketamin
anestezisine maruz kalan ratlarda dogum sonrasi 21 giin beklendikten sonra RAM
testi ilk gilin 6l¢iimlerinde 15 saniyenin altinda olan giris-¢ikislar gruplar arasinda
kontrol grubuna benzer iken, ikinci gln ikinci saat ve tglnci glin Uclncu saat
Olglimlerinde tekrarlayan ketamin grubunda giris-gikislar belirgin olarak artmis
olarak tespit edildi. Sonu¢ olarak; gebe ratlara tekrarlayan ketamin anestezisi
uygulamasinin yavru rat beyin dokusunda histopatolojik olarak fark gozlenmese de
RAM testinde aktivite artisina neden oldugu gozlendi. Bu nedenle gebelere uygulanan
tekrarlayan ketamin anestezisinin yavrularda hiperaktivite yaratabilecegi kamsindayiz.

Bu konuda genis serilerde gozlemsel ¢alismalar yapilmalidir.
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8. OZET

GEBE RATLARDA TEKRARLAYAN KETAMIN ANESTEZIiSINIiN
FETUS SANTRAL SINIR SIiSTEMi UZERINE ETKIiLERININ

DEGERLENDIRILMESI

Giiniimiizde cerrahi ya da tetkik ve tedaviler sirasinda giderek artan sayida anestezi
uygulamasi yapilmaktadir. Kognitif fonksiyonlar1 gegcici olarak baskiladigi diisiiniilen
anesteziden beyin fonksiyonlarmin ne sekilde ve hangi siirede etkilendigi ise yeterince
acik degildir.

Ketamin intavendz veya intramuskiler olarak uygulanan genel anestezi
ajanidir. Ketamin santral sinir sisteminde “dissosiyatif anestezi” denilen, hasta ile
iletisimin kurulamadig1 ancak hastanin uyanik gibi goriilebildigi, agrili uyarandan
bagimsiz iskelet kas hareketleri ve tonusun oldugu, hastanin amnezik ve derin

analjezik etki altinda oldugu kateleptik bir duruma neden olmaktadir.

Bu deneysel aragtirmada gebe ratlara fetal santral sinir sisteminin gelisiminin
oldugu dénemde ketamin anestezisi verilerek yavru ratlarin kognitif fonksiyonlarinda
gerileme olup olmadigi RAM testi ile degerlendirildi. RAM testi uygulamasindan
sonra yavru ratlarin beyin doku 6rnekleri histopatoljik olarak ndron hasar1 ve apoptozis

yoniinden degerlendirildi.

Ratlar her grupta 2’ser gebe rat olmak iizere 3 gruba ayrildi.

Grup 1 Gebe Kontrol grubu (n=2): Bu gruptaki gebe ratlara 1. rata bir kez
yalnizca serum fizyolojik (SF) intramuskuler (im) olarak uygulandi. 2. rata birer
gun ara ile 3 kez tekrarlayan SF im uygulandi. Grup 2 Gebe Ketamin tek giin

tekrarlayan doz grubu (TK) (n=2): Bu gruptaki gebe ratlara ayni giin i¢inde tek
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doz ketamin 50 mg.kg™! im olarak uyguland1 ve 2 saat derlenmesi beklenerek
tekrar ketamin uyguland1 ve bu dongii 3 kez tekrarlandi. Grup 3 Gebe Ketamin
farkli giinlerde tekrarlayan doz grubu (CK) (n=2): Bu gruptaki ratlara pazartesi —
carsamba — cuma olmak Uzere birer gin ara ile ve gunde 2 saat derlenmeleri
beklenerek 3 kez ketamin 50 mg.kg™ uygulandi.

Calisgmaya alinan ratlarin agirliklarn ii¢ Ol¢lim zamaninda da gruplar
arasinda anlaml olarak farkli bulundu. Agirliklar Grup CK’ da grup K’ ya gore
anlamli olarak yiliksek bulundu (p=0.001, p=0.005, p=0.002, sirastyla). Cinsiyet
gruplar arasinda benzerdi (p>0.05). Dogum sonrast 21 giin beklendikten sonra;
ilk ve ikinci giin Olgiimlerinde giris-¢ikislar gruplar arasinda benzer bulundu.
Ugiincii giin {igiincii saat 6lgiimlerinde kontrol grubuna goére TK grubunda giris-
cikislar belirgin olarak artmig olarak tespit edildi (p=0.011). Dogum sonras1 21
giin beklendikten sonra; ilk giin 6l¢iimlerinde 15 saniyenin altinda olan giris-
cikislar gruplar arasinda benzer bulundu. Ikinci giin ikinci saat dlgiimlerinde
kontrol grubuna gére TK grubunda 15 saniyenin altinda giris-¢ikislar belirgin
olarak artmis olarak tespit edildi (p=0.03). Uciincii giin {iciincii saat dlciimlerinde
kontrol grubuna gore TK grubunda 15 saniyenin altinda giris-cikiglar belirgin
olarak artmis olarak tespit edildi (p=0.007).

Isik mikroskopik degerlendirmede 6zellikle talamus, bazal ganglionlar ve
hipokampiiste cornu ammoniste néron kaybi, néron zedelenme bulgulari, gliozis,
iskemi bulgusu goriilmemistir. Noron zedelenme bulgular1 olarak; sitoplazmik

sisme, vakuolizasyon, kromatolizis ve yapisal bozukluga (displastik goriiniime)
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saptanmamistir. TUNEL yontemi ile pozitif hiicre indeksi 10 biiylik biiyiitmede

apoptotik hiicreye rastlanmamistir.
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9. SUMMARY

EVALUATION of THE EFFECTS of REPEATED KETAMINE
ANESTHESIA on CENTRAL NERVOUS SYSTEM of THE FETUS in

PREGNANT RATS

Nowadays, an increasing number of anesthesia applications are carried out during
surgeries, tests or treatments. While anesthesia is thought to suppress cognitive

functions, it is not clear how and how long brain functions are affected from it.

Ketamine is a general anesthetic agent which administered intravenously or
intramuscularly. Ketamine leads to a cataleptic situation, which is called
“dissociative anesthesia”, in central nervous system where communication cannot
be established with the patient but the patient can be seen awake, painful stimuli-
independent skeletal and muscle movements and tone exist, and the patient is
under amnesic and deep analgesic influence.

Ketamine is an NMDA receptor antagonist. A rapidly growing body of
research have implicated the glutamatergic N-methyl-d-aspartate (NMDA)
receptor in memory and other cognitive processes.

In this experimental study, pregnant rats were administered ketamine anesthesia
during development of fetal central nervous system, and it was assessed with RAM test
whether or not a decline in the cognitive functions of the baby rats was observed. After
the application of RAM test, the brain tissue samples of the baby rat’s tissue were

evaluated histopathologically in terms of neuronal damage and apoptosis.

The rats were divided into 3 groups, 2 pregnant rats in each group.
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Group 1 Pregnant Control Group (C) (n=2): The pregnant rats in this
group; the 1%t rat was administered only physiological saline solution (FS) once,
the 2" rat was administered FS 3 times every other day. Group 2 Pregnant
Ketamine Group for single day dosage (Single Ketamine-SK) (n=2): The rats in
this group were administered ketamine 50 mg.kg™ then it was waited 2 hours for
recovery and ketamine was administered again; this cycle was repeated 3 times.
Group 3 Pregnant Ketamine Group for repeated doses on different days (Multiple
Ketamine-MK) (n=2): The rats in this group were administered ketamine 50
mg.kg? 3 times by waiting 2 hours for recovery every other day, on Monday —
Wednesday — Friday.

The weights of the rats included in the study were found to be
significantly different between the groups on each of the three measurements. The
weights was found significantly higher in the Group MK than the group C
(p=0.001, p=0.005, p=0.002, respectively). The gender was similar among all
groups (p>0.05). After waiting for 21 days after birth; the measurements for the
first and the second days, the inputs-outputs were similar. In the measurement of
the third day, the third hour, the inputs-outputs in the SK group was observed to
be significantly higher than the control group (p=0.011). After waiting for 21
days after birth; the inputs-outputs, which were below 15 seconds in the
measurements on the first day, were similar between the groups. On the second
day, the second hour measurement, the inputs-outputs, which were below 15
seconds, were found to be significantly higher in the SK group as compared to the

control group (p=0.03). On the third day, the third hour measurement, the inputs-
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outputs, which were below 15 seconds, were found to be significantly higher in
the SK group as compared to the control group (p=0.007).

In the light microscopic evaluation, no loss of neurons, neuron injury
findings, gliosis, ischemia findings were observed particularly in the thalamus,
basal ganglia and cornu ammonis in the hippocampus. As neuron injury findings,
cytoplasmic swelling, vacuolation, kromatolizis and structural disorder (a
dysplastic appearance) were not observed. No apoptotic cells were observed in 10

major enlargement of positive cell index by TUNEL method.
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