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Ozet: Bu calismada, sicanlara uygulanan uzun siireli ketaminin testis germ hiicreleri ve kalsinérin immunopozitif hiicreler
lizerine etkilerinin arastirilmasi amaclandi. Otuz adet, yetiskin Sprague-Dawley erkek sican her grupta 6’sar adet olacak
sekilde 5 gruba ayrildi. On dort glin sireyle ve giinde iki defa olmak Uzere, grup 1, 2, 3 ve 4’e sirasiyla 40, 60, 80 ve 100
mg/kg ketamin hidroklorid ve grup 5’e ise sadece % 0,9 NaCl intraperitonal (i.p.) olarak uygulandi. Bu ¢alismada, ketamin
uygulanan gruplarda testis bag dokusunda 6dem ve germ hiicrelerinde dejenerasyonlar goézlendi. Grup 3 ve 4’te, tubulus
seminiferus lumenlerinde sperm miktarindaki azalmanin grup 1 ve 2’ye gore daha fazla oldugu belirlendi. Uzun sireli ve
yuksek doz ketamin kullaniminin bir sonucu olarak, spermatogenetik germ hiicreleri ve Leydig hiicreleri miktarinda da
azalma oldugu tespit edildi. Ayrica, immunhistokimyasal yontemler ile boyanmis testis dokusu kesitlerinde, kalsinérin’in
degisik derecelerde, (+)'dan (+++)’a kadar, immunoreaktivite verdigi gézlendi. Sonug olarak, uzun sireli ve yiksek doz
ketamin kullaniminin testis intersitisyel dokularinda, sperm yogunlugunda ve germ hiicre miktarlarinda histopatolojik ve
immunohistokimyasal degisiklikler yapabilecegi belirlenmis oldu. Ayrica, uzun sireli ketamin inflzyonunun erkek

infertilitesine neden olabilecegi de dislinilmektedir.

Anahtar kelimeler: immunohistokimya, Kalsinérin, Ketamin, Sican, Testis.

Effects on Calcineurin Immunopositivity and Testes Cells of Ketamine in Adult Rat: An

Immunhistochemistry and Histopathological Study

Abstract: In this study, we aimed to investigate the effects of long-term ketamine upon testis germ cells and the regional
distributions of calcineurin immunopositive testis germ cells in adult male rats. Thirty adult male, Sprague-Dawley rats were
divided into one control and four treatment groups, with 6 rats in each. Rats in treatment groups of 1, 2, 3 and 4 received
ketamine at doses of 40, 60, 80 and 100 mg/kg intraperiotenal (i.p.), respectively, while those in group 5 (as control)
received i.p. 0.9 % NaCl. In this study, we observed degeneration in germ cells and oedema in testis connective tissue.
However, we determined that ketamine remained in tissue for a long term and high-dose resulted in a decrease in the
numbers of germ cells and Leydig cells. However, there were varying degrees, from (+) to (+++), of calcineurin immunoreac-
tivity in testicular tissue sections stained with immunohistochemical methods. The results suggest that long-term use of
high-dose ketamine may cause male infertility due to histopathological and immunohistochemical changes in testicular
interstitial tissues, as well as changes in sperm density and germ cell number.
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GiRi$
K etamin, tibbi tedavide analjezik ve anestezik
etki amaciyla kullanilan bir ilagtir (Reich, 1989).
Ayni zamanda sempatomimetik etkisiyle katekola-
min salinimini arttirdigi bilinmektedir. (White ve
Ryan, 1996). Yiiksek dozu insanlarda sayiklama,
amnezi, yiksek tansiyon, siddetli konfuzyon, asiri
korku, depresyona neden olurken disik dozlarinin
kas titremeleri ve ¢ift gormeye neden oldugu
bildirilmistir (Craven, 2007). Ketaminin uzun sireli
yanik pansumanlarinda, kronik agri tedavilerinde,
alkol bagimliligi tedavisinde ve ilag disi kotiye
kullanim seklinde uygulandigi ifade edilmistir
(Krupitsky ve ark., 1997; Goldberg ve ark., 2005;
Krystal ve ark., 2006; Dahan ve ark., 2011; Sorensen
ve ark., 2011). Ayrica, ketaminin sekstel aktiviteyi
artirici etkisine bagh olarak eglence mekanlarinda
kullanildigi da bildirilmektedir (Smith ve ark., 2002).

Ketamin, hiicre iskeletinin yeniden sekillenmesi
asamalarinda kalsiyum mobilizasyonu ve mitokon-
driyal ATP sentezini azaltarak yapisal bozukluklar
olusturabilmektedir (Chen ve Chen 2010). Ketaminin
ekstrasellller kalsiyum seviyelerinde artisa neden
oldugu ve bunun sonucunda, kalsinérin immuno-
reaktivitesini azalttigi da tespit edilmistir (Chen ve
Chen 2010). Kalsinorin, kalsiyum tarafindan aktive
edilen bir efektor olup, mitoz ve mayoz béliinmede,
hiicre farklilasmasi, hiicre yaslanmasi ve apoptozis
gibi hiicresel siireclerde 6nemli bir mesajci gorevini
Ustlenmektedir. Bagisikligi baskilayici maddeler icgin
hedef molekil olan kalsindrin, T lenfositler basta
olmak lizere bir¢ok hiicrenin sinyal transdiksiyonu,
immun cevap genlerinin aktivasyonu (Loh ve ark.,
1996a, 1996b; Shibasaki ve ark., 2002; Sugiura ve
ark., 2002; Rusnak ve ark., 2000) ve fonksiyonlarinin
diizenlenmesi gibi biyolojik yasam siireglerinde
6nemli gorevler yapmaktadir (Nishio ve ark., 2000;
Yamashita ve ark., 2000). Vicutta butin dokularda
genis bir dagilima sahip olan kalsinérinin (Miyamoto
ve ark., 1994; Su ve ark., 1995; Sugiura, 2002),
testislerde

spermatogoniyalardan  spermatosite

kadar olan germ hicrelerinin olgunlasma ve

farklilasmalarini  arttirdigl,  baskalasim  gegiren
kromatininin  tekrar
oynadigl  bildirilmektedir
(Miyamoto ve ark., 1994; Su ve ark., 1995; Moriya

ve ark., 1995).

spermatidlerde  ¢ekirdek

bicimlenmesinde rol

Kalsindrin, memeli hucrelerinde kalsiyum
diizenleyici bircok asamada fosfataz fonksiyonlarini
ortaya c¢ikartan énemli bir enzimdir. Semenin iginde
% 2-10 oraninda bulunan spermin yasayabilmesi igin
ortamda kalsiyum, ¢inko, laktoz ve albumin gibi
bircok maddenin bulunmasi gereklidir. Kalsiyum,
kalmodiline baglanarak kalsinorini aktive eder ve
intraselliiler kalsiyum seviyesinin artmasina neden
olur (McKinsey ve ark., 2002). Sitoplazma igindeki
iyonize kalsiyum konsantrasyonu ekstraselliiler
sividakinden 1000 kat daha azdir (Wacker ve ark.,
1968). intraseliiller kalsiyum seviyesinde artis
sirasinda ekstrasellller kalsiyum seviyesinde disls
meydana gelirken, kalsiyum tarafindan aktive edilen
kalsinoérinde azalma meydana gelir. Aktive olmus
kalsinorin NFAT (Nuclear Factor of Activated T cells)
proteinlerinin defosforilasyonunu saglayarak immun
yanit ve sitokin aktivasyonuna aracilik etmektedir.
(Bushinsky ve ark., 1998; Guyton, 2001; Mulero ve
ark., 2009). Ayrica, kalsinérin GABA (Gamma-
aminobutyric acid), NMDA (N-Methyl-D-aspartate)
ve dopamin gibi bircok reseptére de baglanir
(Bannai ve ark., 2009).

Daha 6nceden yapilan ¢alismalarda, uzun sireli
ketamin  kullanimina bagh olarak testislerde
olusabilecek histopatolojik ve immunohistokimyasal
degisikliklerle ilgili yayinlara rastlanmamis olmasi
bizim bu ¢alismayl yapmamiza neden olmustur. Bu
arastirmada, siganlara uygulanan uzun sireli ve
yuksek doz ketaminin testis germ hiicreleri ve
kalsinérin immunopozitif hiicreler (izerine etkileri
histokimyasal ve immunohistokimyasal yontemlerle

belirlenmesi amacglanmistir.
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Hayvan deneyleri igin kullanilan yontemler “National
Institute of Health Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals” protokoliine gére diizenlendi.
Rize Universitesi Tip Fakiltesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulundan gerekli izinler alindi (Tarih:
27.04.2010, Karar no: 14). Galismada 30 adet 250-
300 gr. ve yaklasik 250 giinliik Sprague-Dawley erkek
sigan kullanildi. Butlin hayvanlar 7-8 mm pelet sigan
yemi ve su ile ad libitum olarak beslendi. 12 saat
karanlik 12 saat aydinhk ortam saglamak igin
otomatik fotoperiyot ile beyaz floresan 1sik kul-
lanilip, ortam 1silari 2030 OC ve rutubet orani % 55—
60 olarak belirlendi. Hayvanlar her grupta alti adet
olacak sekilde bes esit gruba ayrildi. On dort giin
sireyle ve giinde iki defa grup 1, 2, 3 ve 4’e sirasiyla
40, 60, 80 ve 100 mg/kg ketamin hidroklorid (Parke
Davis & Co, UK) ve grup 5’e ise sadece 1 ml % 0,9
NaCl i.p. olarak uygulandi. Bu siirenin sonunda
ketamin ile anestezi edilen deney hayvanlarinin
kuyruk venasindan 2 ml kan heparinli tlplere
alindiktan sonra hayvanlar servikal dislokasyonla
sakrifiye edildi. Hayvanlarin kan-kalsiyum analizi
otoanaliz cihazi ile vyapildi (Architect c¢16000
Autoanalyzer, Abbott Diagnostics, MA, USA).
Histolojik incelemeler icin hayvanlarin testis dokulari
% 10’'luk noétral formaldehit solisyonuna alindi.
Yirmi dort saat fiksatif icinde bekledikten sonra
yaklasik 6-8 saat arasi akar suda yikandi ve etanol-
ksilen serilerinden gecilerek otomatik doku takibi
(Citadel 2000, Thermo Fisher Scientific Shandon,
England) yapilarak parafin igine gomdldi. Dokular
rutin hematoksilen-eozin (H&E) ve immunohisto-

kimyasal boyama icin 4-5 um kalinhginda kesildi.

Monoklonal antikor kullanarak hicre antijenlerini
bulunduklari yerde gdstermek ig¢in immunoperoksi-
daz boyamanin dretici tarafindan tavsiye edilen
prosedirid uygulandi. Alinan kesitler 20 dakika ksilen
icerisinde bekletilip alkol serilerinden gegirildikten
sonra distile suda yikandi. 400 Watt giicte 30 dakika
Sitrat buffer sollisyonu iginde 1sitildi ve sogutuldu.
Bes dakika distile suda ve 10 dakika PBS’de yikandik-

tan sonra 10 dakika % 3 H,0, sollisyonunda tutuldu
ve PBS ile yikandi. Sekonder bloklayici maddede 10
dakika bekletildi. Her bir preparat primer antikorun
[Purified Mouse Anti-Calcineurin (29/Calcineurin,)
BD Biosciences, USA] 1/200 dilisyonunda 75 dakika
bekletildi. Kesitler PBS ile yikandiktan sonra biotin
ile isaretlenmis sekonder antikorda (Mini Flex Kit,
DAKO, Denmark) 20 dakika bekletildi. PBS ile
yikandi, kromojen (3-3 Diaminobenzidin-DAKO) ile
renklendirilerek Harris hematoksilen ile ¢ekirdek
boyamasi yapildi. Negatif kontroller igin primer
antikor yerine PBS kullanildi. Preparatlar uygun
kapatma maddesi (Entellan, Merck, Germany) ile

kapatilarak fotograflari gekildi.

immunohistokimyasal boyamalar sonucunda
dokulardaki immunopozitif reaksiyonlar, hafif (+),
orta (++) ve siddetli (+++) olmak lizerede 3 kate-
goriye ayrildi. Spermatogenezisin gelisim asamalari
Johnsen’in Testikiler Biyopsi Skorlama ydntemi
(Johnsen, 1970) ile degerlendirildi.

istatiksel Analiz

Her bir testisten rastgele elde edilen on adet
preparat kalsinérinin immunoreaktivitesi yoniinden
incelendi. Her gruptan elde edilen preparatlardan
toplam 120 alan (+), (++), (+++) kategorilerine gore
degerlendirildi. Sican testislerindeki hicrelerin
kalsindrinin immunoreaktivitesini istatistiksel
degerlendirme igin Kruskal-Wallis testi uygulandi.
Gruplar arasindaki anlamli farkhiliklari belirlemek igin
ise Bonferroni dlzeltmeli Mann Whitney U test
yapildi (SPSS 18 for Windows, IBM, Chicago, IL, USA)
(Tablo 1). Kalsiyum seviyelerinin gruplar arasindaki
dagilimlari istatistiksel yonden ANOVA ile incelendi
ve c¢oklu karsilastirmalar icin LSD testi uygulandi
(SPSS 18 for Windows, IBM, Chicago, IL, USA) (Tablo

2).

SONUC

Calismamizda, deney gruplarina ait histolojik yari

kantitatif degerlendirmeler tablo 1 ve 2’de, kan-
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kalsiyum degerleri ise tablo 3’de gosterilmistir. H&E 3 ve 4'de spermatogenik germ hiicrelerinin dizilim-
ile boyanan kesitlerin histopatolojik incelenmesinde, lerinde bozukluk ve primer spermatositlerin
grup 5 ile diger gruplar karsilastirildiginda; grup 1'de morfolojilerinde degisiklikler gbzlendi.

onemli bir patolojik bozukluk gézlenmezken, grup 2,
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Sekil 1. Grup 1 ve 2’nin sigan testislerinin histopatolojik ve immunohistokimyasal incelenmesi; (A) Grup 1- Ketamin 40
mg/kg; buyik ok; sperm, kiiglik ok: dejeneratif hlicre, ince ok: sertoli hiicresinde vakuolizasyon, v: vakuolizasyon, hc:
hiyalinlesme, H&E, X20, bar: 50 um. (B) Grup 2-Ketamin 60 mg/kg; bilyik ok; sperm, d: dejeneratif hiicre, v: vakuolizasyon,
hc: hiyalinlesme, Siyah ok basi: sperm basi, e: 6dem, H&E, X40, bar: 20 um. (A1) Grup 1- Ketamin 40 mg/kg; buyuk ok;
sperm, v: vakuolizasyon, hc: hiyalinlesme, siyah ok basi: sperm basi, Anti-Calcineurin / immunoperoksidaz boyama (IP), X20,
bar: 50 um. (B1) Grup 2- Ketamin 60 mg/kg; blyiik ok; sperm, hc: hiyalinlesme, Ly: Leydig hlicresi, siyah ok basi: sperm basi,
Anti-Calcineurin / immunoperoksidaz boyama, X20, bar: 50 pm.

Figure 1. The histopathological and immunohistochemical examination of rat testes of group 1 and 2; (A) Group 1-
Ketamine 40 mg/kg; large arrow: spermium, small arrow: degenerative cells, thin arrow: vacuolization in sertoli, v:
vacuolization, hc: hyaline cast, H&E, X20, bar: 50 um. (B) Group 2- Ketamine 60 mg/kg; large arrow: spermium, d: degenera-
tive cells, v: vacuolization, hc: hyaline cast, black arrowhead: part of the sperm head, e: edema, H&E, X40, bar: 20 um. (A1)
Group 1- Ketamine 40 mg/kg; large arrow: spermium, hc: hyaline cast, black arrowhead: part of the sperm head, v:
vacuolization, Anti-Calcineurin / immunoperoxidase staining (IP), X20, bar: 50 um. (B1) Group 2- Ketamine 60 mg/kg; large
arrow: spermium, hc: hyaline cast, black arrowhead: part of the sperm head, v: vacuolization, Anti-Calcineurin / IP, X20, bar:
50 pm.
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Sekil 2. Grup 3 ve 4’un sigan testislerinin histopatolojik ve immunohistokimyasal incelenmesi; (C) Grup 3- Ketamin 80
mg/kg; siyah ok basi: sperm basi, kiclUk ok: dejeneratif hiicre, e: ddem, v: vakuolizasyon, d: dejeneratif tubul, hc: hiya-
linlesme, H&E, X10, bar: 100 um. (D) Grup 4- Ketamin 100 mg/kg; kiiclk ok: dejeneratif hiicre, e: 6dem, v: vakuolizasyon, d:
dejeneratif tubul, hc: hiyalin dékiima, H&E, X10, bar:100 um. (C1) Grup 3- Ketamin 80 mg/kg; siyah ok basi: sperm basi,
Anti-Calcineurin/ IP boyama, X40, bar:20 um. (D1) Grup 4- Ketamin 100 mg/kg; siyah ok basi: sperm basi, d: dejeneratif
tubul, Anti-Calcineurin/ IP boyama, X20, bar:50 um.

Figure 2. The histopathological and immunohistochemical examination of rat testis of the group 3 and 4; (C) Group 3-
Ketamine 80 mg/kg; black arrowhead: part of the sperm head, small arrow: degenerative cell, e: edema, v: vacuolization, d:
degenerative tubule, hc: hyaline cast, H&E, X10, bar: 100 um. (D) Group 4- Ketamine 100 mg/kg; small arrow: degenerative
cell,, e: edema, v: vacuolization, d: degenerative tubule, hc: hyaline cast, H&E, X10, bar:100 um. (C1) Group 3- Ketamine 80
mg/kg; black arrowhead: part of the sperm head, Anti-Calcineurin/ IP stain, X40, bar:20 um. (D1) Group 4- Ketamine 100
mg/kg; black arrowhead: part of the sperm head, d: degenerative tubule, Anti-Calcineurin/ IP stain, X20, bar:50 um.

Primer spermatositlerin diizglin-yuvarlak ve bag doku alanlarinda 6dem, hiyalinlesme ve
mitotik sekilli cekirdek yapilari kaybolarak nekroz vakuolizasyonlar tespit edildi. Grup 3 ve 4’e ait
olustugu tespit edildi. Ozellikle primer spermatosit- seminifer tubulus limenlerinde sperm yogunluk-
lerde gozlenen vakuolizasyonlar ve hiicre dejen- larinda belirgin azalmalar oldugu gozlendi. Grup 4’te
erasyonlari grup 4’te grup 3’e gore daha belirgindi spermatogenetik germ hicre dizilimlerinde yogun
(Sekil 2A ve B). Grup 1 ve 2’de ise germ hiicrelerinde hiicre kayiplari belirlendi. Birgok tubulusta erken ve
ve Sertoli hicrelerinde vakuolizasyonlar az gec¢ spermatidlerin olusum basamaklari gézlenmez-
gozlenirken (Sekil 1 A), grup 3 ve 4’te daha fazla ken, bazi limenlerin merkeze yakin alanlarinda az
hlicre dejenerasyonlari ve vakuolizasyonlar mey- miktarda olgun sperm tespit edildi (Sekil 1, 2 ve 3).

dana geldigi gorildi. Bunlara ek olarak, interstisyel
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Sekil 3. Kontrol grubu sigan testislerinin histopatolojik ve immunohistokimyasal incelenmesi; (E) Grup 5; buyilk ok; sperm,
siyah ok ucu: Sperm basi, H&E, X20, bar: 50 um. (F) Grup 5; blyuk ok; sperm, siyah ok ucu: Sperm basi, Anti-Calcineurin/ IP

boyama, X40, bar: 20 um

Figure 3. The histopathological and immunohistochemical examination of the control group rat testes; (E) Group 5; large
arrow: spermium, black arrowhead: part of the sperm head, H&E, X40, bar: 20 um (F) Group 5; large arrow: spermium,
black arrowhead: part of the sperm head, Anti-Calcineurin/ IP stain, X40, bar: 20 um

immunohistokimyasal yéntemler ile boyanmis
kesitlerde, kalsinérin immunopozitifliginin testis
dokularinin farkh alanlarinda (+)'dan (+++)’a kadar
degisik derecelerde immunoreaktivite verdigi
gozlendi. Buna gore; bitin gruplarda 6zellikle olgun
spermlerin bas ve kuyruk ucuna yakin alanlarinin
(++) ve (+++) olarak daha koyu renkle boyandig
gozlendi (Sekil 1). Primer spermatositler ve erken
spermatidlerin, ge¢ spermatidlere goére daha az

immunoreaktivite gosterdigi tespit edildi (Sekil 2).

Bazi Leydig hicreleri ve damar endotel hiicreleri
orta derecede pozitif (++) boyanmasina karsin (Sekil
1-B1), interstisyel alan icindeki hiyalin yapilan ile
benzer immunoreaktivite gosterdi (Sekil 1-A1). Grup
3 ve 4’de limene yakin alanlarda yerlesmis olan ge¢
doénem spermatidlerin, akrozomal kep asamasindaki
erken dénem spermatidlere gére daha koyu boyanip
siddetli
belirlendi (Tablo1 ve Tablo 2), (Sekil 1, 2 ve 3).

immunopozitiflik  (+++)  go6sterdikleri

Tablo 1. Testislerdeki kalsindrin immunoreaktivitesinin yari kantitatif degerlendirmesi.

Table 1. Semi-quantitative assessment of calcineurin immunoreactivity in the testes.

Primer Sperm Sperm

Gruplar . M
spermatosit basi kuyrugu

Grup 1 6 + ++ ++
Grup 2 6 + ++ ++
Grup 3 6 + +++ +++
Grup 4 6 ++ +++ +++
Grup 5 6 + +++ ++

Leydig Endotel Erken Geg
hiicresi hiicresi spermatid spermatid
++ ++ + ++
++ ++ + ++
+ ++ + +4++
+ ++ + +++
++ ++ ++ ++




Yetiskin SicanlardaTestis Hiicreleri ve Kalsinérin ..

Kalkan ve ark.,

Tablo 2. Sigan testis hiicrelerinin kalsindrinin immunoreaktivitesinin sayisal skorlarinin grafiksel gosterimi.

Table 2. Graphical monitoring of the numerical scores of the calcineurin immunoreactivity of rat testis cells.

4 ™\
z
=
t
7
= PaaX
=
'
: </
[~
v
=
=
=
£ A
=
5
=
&
s primer sperm bast _51)61'11'1 1?3 dlg_ elldote_l ellseu_ ge
spermatosit kuyrugu hiicresi hiterest spermatid | spermatid
e o 1 6 12 14 12 12 6 12
el orup 2 0 12 15 12 12 6 12
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Gruplar Kalsiyum deger aralig Ortalama + Standart Hata
Tablo 3. Deney gruplarindaki Grup 1 5,6-6,8 ma/dL 5,03+0,19
sicanlarin kalsiyum seviyeleri deger
. Grup 2 5,9-6,9 mg/dL 6,2710,159
araligl ve ortalama standart sapma.
Table 3. The Std. Error + Mean and Grup3 7,0-8,3 mg/dL 7,420,193
value range of calcium levels in rats Grup 4 7,8-8,9 mg/dL 8,20+0,18
of experimental groups. Grup 5 5,3-6,5 mg/dL 5,8840,19

Karsilastirilan bes grubun primer spermatosit,
sperm basi, sperm kuyrugu, Leydig hiicresi, endotel
hiicresi, erken spermatid ve ge¢ spermatidlerde
immunohistokimyasal boyama yoéniinden pozitif
immunoreaktiviteleri istatistiksel olarak incelendi.
Yapilan degerlendirmelerde, grup 4 ile grup 5’deki
(p=0,002)

hiicrelerinin (p=0,002) diger gruplara gére immuno-

primer spermatositlerin ve Leydig

reaktivitelerinin anlamh diizeyde farkh oldugu

belirlendi. Diger gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli farkhhiklar bulunmadi (p>0,05).

Deney gruplarina ait kalsiyum degerleri karsi-

lastirmasinda kontrol grubuna goére uygulama

gruplariin kan kalsiyum oraninin daha fazla oldugu

belirlendi (Tablo 3). Grup 5 ile grup 1 ve 2 arasinda
istatistik yonden anlamli farklihk bulunmazken
(p>0,05), grup 5 ile grup 3 ve 4 arasinda istatistiksel

olarak énemli bir farkhlk oldugu saptandi (p<0,05).

TARTISMA

Cerrahi islemlerin sorunsuz yapilabilmesi igin
canlinin derin uyku halinde bulunmasi 6énemlidir.
Ketamin, bu amagla kullanilan disosiatif ilaglarinin
vani sira en sik kullanilan analjezik ve anestezik etkili
1989).

Anestezik maddelerin uygulama sekli ve siresine

bir ilag olarak bilinir (Reich ve Silvay,

gore dokularda bir takim degisiklikler sekillendirdigi
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bildiriimektedir (Heys ve ark., 1989; Salo ve ark.,
1992; Beal ve ark., 2000; Arras ve ark., 2001). Bu
¢alismada da uzun sireli uygulanan ketaminin testis
dokusu ve doku kalsindrini Gzerine etkileri immuno-
histokimyasal  ve

histopatolojik  yontemlerle

belirlenmistir.

Ketaminin, dopamin aktivitesini artirarak sek-
stel uyarilma ve istekte 6nemli bir rol oynadigi kabul
(Melis 1994),

¢alismamiz ile ilacin uzun sureli kullaniminin testis

edilmesine karsin ve Argiolas,

dokularinda dejeneratif ve histopatolojik degisiklik-
yaptigi
hiicrelerde cekirdek yogunlasmasi ve sitoplazmadaki

ler belirlendi. Ketamin uygulamalari,

organellerin bozulmasi ile karakterize apoptotik
hiicre olumlerini arttirabilmektedir (Takadera ve
ark., 2006). Grup 3 ve 4’te primer spermatositlerde
meydana gelen morfolojik degisikliklerin hicresel
dejenerasyonlara bagh olustugu, karyolizis yapisinda
ve apoptotik eozinofilik hiicre gériinimine sahip

oldugu tespit edildi.

Mitoz ve mayoz béliinme, hicre farklilagsmasi,
hiicre yaslanmasi ve apoptoziste 6nemli rol Gstlenen
kalsinérin (Nishio ve ark., 2000; Yamashita ve ark.,
2000), vicudumuzun bitin dokularinda degisik
yogunluklarda dagiimis ve aktif halde bulunan bir
proteindir (Miyamoto ve ark., 1994). Kalsinorin,
testislerdeki germ  hucrelerinin  farklilagmasi
asamalarinda 6nemli gorevler yapar. Spermatog-
onyumlardan spermiyuma kadar gegen spermatosi-
togenesis ve spermiyogenezis safhalarindaki germ
hucrelerinin -~ olgunlasma  ve  farklilagmalarini
arttirdigl, baskalasim geciren spermatidlerde ise
cekirdek kromatininin tekrar bicimlenmesi ve olgun
spermiyuma donismesinde onemli bir rol oynadigi
bildirilmistir (Tash ve ark., 1988; Su ve ark., 1995;

Moriya ve ark., 1995).

Bu calismada, kontrol grubuna nazaran diger
gruplarda erken spermatidlerin immunopozitifliginin
diisik olmasi ile ketaminin kalsindrin immunoreak-
tivitesini olumsuz olarak etkiledigi ve yiksek doz
uygulanan grup 3 ve 4’Gn tubulus limenlerindeki
sperm miktarinda azalma

meydana getirdigi

gorildu. Butun gruplarin olgun spermiyumlarinin
bas ve kuyruk kisimlarinda
(+)'dan

spermiyogenesiz asamasindaki germ hucrelerinde

immunopozitivitenin
yuksek olarak gozlenmesi, ketaminin
onemli bir degisiklife neden olmadigini gosterdi.

Ayrica, erken donem spermatidlerinin gelisim
sireglerinde meydana gelen immunoreaktivitenin
ge¢ donem spermatidlere gore azhg ile yiksek doz
ketaminin kalsinorin Gzerine etkili oldugu goster-

ilmistir.

Kalsinorin akrozomal kep safhasindan itibaren

testis germ hiicrelerinin g¢ekirdegi iginde birikmeye

basladigi bildirilmistir (Moriya ve ark., 1995).
Calismamizda, erken dénem spermatidlerinin
immunopozitifliginin ~ disik olmasi  kalsindrin
birikiminin  reaktivite verecek kadar saglana-

madiginin gosterilmesi bakimindan énemlidir.

Takrolimus gibi immun sistemi baskilayici etkisi
olan ve kalsindrini inhibe eden maddeler sertoli
hicrelerinin miktarinda azalma ve spermatogenik
hiicrelerinde yaparak

germ dejenerasyonlar

seminifer  tubuluslarda  6nemli  histopatolojik
hasarlar meydana getirdigi ifade edilmistir (Cane-
guim ve ark., 2009). Sertoli hiicreleri tarafindan
immun sistemi baskilayict molekillerin Uretildigi
bildirilmistir (De Cesaris ve ark., 1992). Yapilan
calismalarda takrolimus gibi ketamininde immun
sistemi baskilayici etkisi oldugu bildirilmistir (Wilson
ve ark 1971). Calismamizda, sertoli hucrelerinin
morfolojilerinde  bozukluklar  olustugu, apikal
sitoplazmalarinin limene kadar ulasmadigi gézlendi.
Yiksek doz ketaminin uzun sireli kullanimindan

kaynaklanan kalsinérin miktarindaki azalmanin
sertoli hicrelerindeki degisikliklerin nedeni olabile-

cegi kanaatine varild.

Ketaminin ekstraselliiler kalsiyum seviyelerinde
artisa neden oldugu bildirilirken (Chen ve Chen
2010) intraselliler kalsiyum seviyesinde azalmanin
ise hiicre 6lim miktarini arttirdigi kabul edilmekte-
dir (Farber ve ark., 1981). intraselliilar kalsiyum
hicrenin  normal

homeostazisi fonksiyonunun

olusturulmasi sirecinde ¢ok o6nemlidir. Kalsiyum
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iyonlarinda artma ve azalma apoptozisin mimkiin
olan sebeplerindendir (McConkey ve ark., 1997;
Berridge ve ark., 1998; Li ve ark., 2000). Cahs-
mamizda, kan kalsiyum seviyesindeki azalmanin

kalsinérin immunoreaktivitesini azaltig tesbit edildi.

Ketamin, hiicre iskeletinin yeniden sekillenmesi
asamasinda kalsiyum mobilizasyonu ve mitokondri-
yal ATP sentezini bozukluklar
olusturdugu bildirilmektedir (Chen ve Chen 2010).

Bu c¢alismamizda, kalsiyum seviyelerinde meydana

azaltarak yapisal

gelen artisin uzun sdreli kullanim ve doza bagl
olustugu, hiicresel immunoreaktiviteyi etkiledigi ve
germ hicre yapilarinin gelisim serilerinde dejen-
erasyonlar ile sitoplazmik vakuolizasyonlar meydana

getirdigi gozlendi.

Calismamizdaki kan kalsiyumun deger ar-
aliginin  (5,3-8,9 mg/dL) klinik yonden tolerans
degerlerinin ¢ok Ustlinde veya cok altinda olmamasi
(5.3-13 mg/dL) kalsiyumda meydana gelen g¢ok az
degisikligin  bile

immunoreaktiviteyi etkileyebile-

cegini gosterdi.

Sonug olarak, uzun siireli ve yiksek doz keta-
min kullaniminin testis intersitisyel dokularinda,
sperm yogunlugunda ve germ hiicre miktarlarinda
azalma, tubul yapilarinda dejenerasyon, sertoli ve
germ hiicrelerinde vakuolizasyon, intersitisyel alan
icinde hiyalinizasyon gibi histopatolojik ve immuno-
histokimyasal degisiklikler yapabildigi, ilacin uzun
sureli ve kronik infiizyon kullaniminin erkeklerde
fertilite bozukluklarina sebep olabilecegi kanaatine

varildi.
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