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LEVOBUPIVAKAIN, BUPIVAKAIN VE ROPiVAKAININ MiYOTOKSIK
ETKILERININ KARSILASTIRILMASI; ELEKTRON MiKROSKOPIiK
INCELEME VE APOPTOTIK AKTIVITE CALISMASI

OZET

Amac¢: Bu calismada, tek doz intramiiskiiler enjeksiyonla verilen bupivakain,
ropivakain ve levobupivakainin rat iskelet kas dokusundaki miyotoksik ve apoptotik

etkilerinin arastirilmasi amag¢lanmastir.

Materyal ve Metod: Calisma Wistar-Albino tiirii, disi cins 40 rat tizerinde
gerceklestirildi. Deney hayvanlari, her biri 10 rattan olusan 4 gruba ayrildi. Ratlarin sag
gastrocinemius kasina, c¢aligma grubuna uygun olarak % 0,5 konsantrasyonda
bupivakain, ropivakain ve levobupivakain ile %0,9 normal salin intramiiskiiler yoldan
uygulandi. Her bir grupta yer alan ratlar enjeksiyondan sonraki 2. giinde, ketamin
anestezisi altinda, servikal dislokasyon uygulanarak sakrifiye edildi. Sakrifiye edilen
ratlarin enjeksiyon yapilan kaslart diseke edilerek 11k mikroskobu, elektron mikroskop
ve immiinflorasan mikroskopta incelenmek iizere hazirlandi. Isik mikroskobu igin
hazirlanan kesitler hemotoksilen-eozin ile boyanarak incelendi ve gbézlenen kas hasari
“Benoit, Yagiela ve Ferrell” skorlama sistemi kulanilarak skorlandi. S6z konusu lokal
anestezik ajanlarin iskelet kas dokusunda neden oldugu ultrastriiktiirel degisiklikler
transmisyon elektron mikroskop kullanilarak subselliiler diizeyde incelendi. Apoptotik
aktivasyonun arastirilmasi i¢in hazirlanan kesitler TUNEL (terminal deoxynucleotidyl
transferase-mediated dUTP-biotin nick and labelling assay) yontemi ile boyandi ve

immiinflorasan mikroskopta degerlendirildi.

Bulgular: Isik mikroskobu incelemesinde Grup B, Grup L ve Grup R’de enjeksiyondan
sonraki 2. giinde gozlenen kas hasari, Grup SF’de gozlenen kas hasarindan anlaml
derecede fazlaydi (p<0.05). Her ii¢ lokal anestezik ajanin neden oldugu iskelet kas
dokusu hasarimin kalitatif olarak benzer sekilde oldugu gozlendi. Kas hasarinin
kantitatif olarak, Grup B’de en fazla [Hasar Skoru = 3.0 (2.0-3.0)] , Grup R’de Grup
B’den daha az [Hasar Skoru = 2.0 (2.0-3.0)] ve Grup L’de en az [Hasar Skoru = 1.0
(1.0-1.0)] oldugu goézlendi (p<0.05, her bir karsilastirma igin).

Hazirlanan kesitlerin elektron mikroskobik incelenmesinde, her ii¢ lokal anestezik

ajanin benzer sekilde; nispeten normal yapilarin1 koruyan kas lifleri ve hiicre
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cekirdeklerinin  yanisira, mitokondriyonlarda  genisleme, mitokondriyon i¢
membranlarinda parcalanma ve membranéz whorl olusumlarn ile sarkoplazmik
retikulum sisternalarinda genislemeler seklinde tanimlanan hiicresel hasara neden
oldugu gozlendi. Subselliiler hasarin, bupivakain grubunda en fazla, ropivakain
grubunda bupivakain grubundan daha az ve levobupivakain grubunda en az oldugu

gozlendi.

Immiinflorasan mikroskop incelemelerinde bupivakain verilen gruptan elde edilen
kesitlerde apoptozise ugramis hiicre kalintilar1  gozlenirken, ropivakain ve

levobupivakain verilen gruplarda apoptotik aktivasyon bulgularina rastlanmadi.

Sonug¢: Bu calismada, bupivakainin rat iskelet kas dokusunda diger iki ajandan daha
fazla miyotoksik hasara neden oldugu, levobupivakainin ise hem bupivakainden hem de
ropivakainden daha az miyotoksik hasara neden oldugu, 151k mikroskobu kullanilarak
doku diizeyinde ve elektron mikroskop kullanilarak hiicresel diizeyde gosterilmistir.

Caligmada ayrica, bupivakainin apoptotik hiicre aktivasyonuna neden oldugu

gozlenirken, ropivakain ve levobupivakainin bdyle bir etkisinin olmadig1 saptanmastir.

Anahtar Kelimeler: Lokal anestezikler, miyotoksisite, levobupivakain, bupivakain,

ropivakain, elektron mikroskop, apoptozis.
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COMPARISON OF MYOTOXIC EFFECTS OF LEVOBUPIVACAINE,
BUPIVACAINE AND ROPIVACAINE; THE INVESTIGATION OF
ELECTRONE MICROSCOPE AND THE EXAMINATION OF APOPTOTIC
ACTIVITY

ABSTRACT

Aim: In this study, we aimed to investigate the myotoxic and apoptotic effects of
levobupivacaine, bupivacaine and ropivacaine that were injected with single dosage

intramuscular injection in the rat muscular tissue.

Materials and Methods: This study was conducted on 40 female Wistar-Albino rats.
Rats were allocated to four groups as 10 rats in each group. Bupivacaine % 0,5,
levobupivacaine % 0,5, ropivacaine % 0,5 and salin % 0,9 were injected
intramuscularly into the right gastrocnemius muscle of rats, appropriate for the groups.
Second day after the intramusculer injections, rats from the each group were sacrified
by servical dislocation under ketamine anaesthesia. The muscles of the sacrified rats
that were injected and dissected to prepare to examine under light microscope, electron
microscope and immunofluorescence microscope for apoptotic activation. Preparates
were examined by painting with the haematoxylin-eosin for light microscope and scored
based on damage severity on an ordered scale, according to the ‘Benoit, Yagiela and
Ferrell’ scoring system. As mentioned ultrastructural changes caused by local
anaesthesic agents were evaluated at subcellular level by electrone microscopy. Tissue
preparations were painted via TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated
dUTP-biotin nick and labelling assay) method, and evaluated at immunofluorescence

misroscopy for apoptotic activation.

Results: Second day after the injection, the muscle damage in Group B, group L and
group R were significantly more than group SF (p<0.05). We obtained qualitatively
similar results between muscle tissue damage caused by local anasthesic agents in all
groups. We observed the maximal quantitative muscle damage in Group B [damage
score: 3.0(2.0-3.0)]; in Group R the damage was lesser than Group B [damage score:
2.0(2.0-3.0)] and minimally in Group L [damage score: 1.0(1.0-1.0)] (p<0.05, in each

comparison).
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The muscle samples in electron microcope, we observed normal structure on the muscle
fibers and cell nucleous, mitochondrial expansion, disintegration in mitochondrial inner
membrane, and cellular damage that was described as forming of membranous whorl
and expansion in cisternas of sarcoplasmic reticulum, similarly for each local anesthetic
regimens. We observed that the subcelluler damage in bupivacain group was maximal,
in ropivacain group the damage was lesser than bupivacain group, and minimally in

levobupivacain group.

In the examination of immunofluorescence microscope, although we observed apoptotic
cellular remnants in the samples of bupivacain group, we did not observe any apoptotic

activation findings in the ropivacain and levobuvacain groups.

Conclusion: In the present study, by using light microscope for the tissue level and
electrone microscope for cellular level, it was shown that, bupivacaine caused the most
myotoxic damage in the skeletal muscle tissue, levobupivacaine had lesser myotoxic
effecs than both bupivacaine or ropivacaine. Additionally, in this study, bupivacaine
caused the apoptotic cellular activation but ropivacaine and levobupivacaine have no

such effect.

Key Words: Local anaesthetics, myotoxicity, levobupivacaine, bupivacaine,

ropivacaine, electron microscope, apoptosis



1. GIRIS ve AMAC

Cizgili kas dokusunda lokal anesteziklere bagli olusan histolojik degisikler ilk kez 1959
yilinda Brun tarafindan tanimlanmistir (1). Lokal anesteziklerin istemli ya da istemsiz
olarak i.m (intramiiskiiler) yoldan uygulanmasi, ilaca ve doza bagli olarak, cizgili kas
dokusunda myonekroza kadar ilerleyen hasara neden olmaktadir (1,5,6). Bolgesel ve
lokal anestezi tekniklerinin klinik uygulamada giderek yayginlagsmasina paralel olarak,
lokal anestezik miyotoksisitesine bagli olarak gelisen klinik sorunlar son yillarda

giderek artan sayida rapor edilmektedir (1-4).

Bupivakain; uzun etkili olmas1 ve etki potensinin yiiksek olmasi nedeniyle klinik
uygulamada yaygin olarak kullanilmakla birlikte bilinen en yiiksek ndrotoksik,
kardiyotoksik ve miyotoksik etki potansiyeline sahip lokal anestezik ajandir (5-10).
Ropivakain ise, bupivakainden daha az kardiyotoksik ve miyotoksik oldugu bilinen ve
klinik uygulamada yaygin olarak kullanilan bir bagka lokal anestezik ajandir (7-9).
Levobupivakain, bupivakainin piir S(-) enantiomeridir ve rasemik bupivakainin
kardiyotoksik etkilerinin daha ¢ok R(+) enantiomeri ile ilgili oldugunun gosterilmesi

sonucunda, daha az kardiyotoksik bir ajan elde etmek amaciyla gelistirilmistir (7,8,11).

Bupivakain ve diger bir¢ok lokal anestezik ajanin miyotoksik etkileri ile ilgili
literatlirde, ¢ok sayida arasgtirma (1,2,6,9) mevcut olmakla birlikte levobupivakainin
myotoksisitesi ile ilgili halihazirdaki tek arastirma Efesoy ve Yildiz’in (12) klinigimizde
gergeklestirdikleri  yaymlanmamis tez calismasidir. Literatiirde bupivakain ve
ropivakainin miyotoksik etkilerini subselliiler diizeyde arastiran calismalar (6,9)
bulunmakla birlikte, levobupivakainin iskelet kas dokusunda neden oldugu

ultrastriiktiirel degisiklikleri arastiran bir c¢aligma heniiz yaymlanmamistir. Benzer

1



sekilde, birgok lokal anestezik ajanin aksine, levobupivakainin miyositler iizerine

apoptotik etkisini arastiran bir ¢aligmaya da rastlanmamastir.

Calismamizda, bupivakain ve ropivakainin yani sira daha Onceden yeterince
arastirtlmamis olan levobupivakainin miyotoksik etkilerini ve apoptotik aktivasyon
potansiyelini, 151k mikroskobu, transmisyon elektron mikroskop (TEM) ve

immiinflorasan mikroskop kullanarak aragtirmay1 amacladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. KAS DOKUSU

Kas dokusu, sitoplazmasinda kasilan ve gevseyebilen proteinler iceren farklilasmis
hiicrelerden meydana gelmistir. Bu proteinlerin biyolojik yapisi, bir biitiin olarak viicutta
belli basli organlarda hareketi saglayacak hiicresel kasilma igin gerekli olan gii¢leri
olusturmaktadir. Kas dokusu hiicrelerinin sitoplazmalarinda yer alan ve kasilip

gevseyebilen protein ipliklerine ‘miyoflamanlar’ adi verilir.

Kas dokusunun hiicreleri genellikle ince uzun sekillidir. Kas lifleri demetler halinde bir
araya gelmislerdir. Aralarinda ince bolmeler halinde gevsek bag dokusu yer alir. insanda
gorev ve yapisal ozelliklere bagli olarak {i¢ tip kas dokusu vardir. Bunlar diiz kas, kalp

kasi ve iskelet kasidir (13-15).

Kas dokusu i¢in baz1 6zel terimler kullanilmaktadir. Kas hiicresini kesintisiz olarak
cevreleyen birim zara “sarkolemma”, kas hiicresinin mitokondriyonuna “sarkozom” ve
kas hiicresinin sitoplazmasina “sarkoplazma” denir. Kas hiicresinin endoplazmik

retikulumuna ise “sarkoplazmik retikulum (SR)” ad1 verilir (15).
2.1.1. iskelet Kas1

Iskelet kas1 hiicreleri, oldukca uzun (30 santimetrenin iizerinde) silindirik, ¢ok ¢ekirdekli
hiicrelerdir (13). Her bir kas lifi kesintisiz olarak sarkolemma ile ¢evrilidir. Oval bigimli
olan cekirdekler genellikle periferde hemen sarkolemmanin altinda yer alirlar. Bu
sekildeki karakteristik ¢ekirdek yerlesimi iskelet kasini, c¢ekirdekleri merkezi olarak

yerlesmis olan kalp ve diiz kastan ayirmakta kolaylik saglamaktadir.



Isik mikroskobu altindaki iskelet kas1 hiicreleri boyuna ve enine ¢izgilenme gosterirler.
Boyuna ¢izgilenme kas hiicresi sarkoplazmasi i¢inde uzunlamasina, birbirine paralel ve
boylu boyunca uzanan miyofibrillerin varligindan ileri gelir. Enine ¢izgilenme ise yan
yana duran miyofibrillerin uzunluklar1 boyunca farkli yap1 ve 1s1k kiriciliktaki silindir

bicimli segmentlerin ayn1 hizada dizilmeleriyle ortaya ¢ikar (13,14).

Sarkoplazma kas hiicresinin biitiin organel ve inkliizyonlarinin i¢inde yer aldigi sivi
kismidir. Sarkoplazmada kas proteinlerinin % 20 kadar1 erimis olarak bulunur.
Sarkoplazma 151k mikroskopta, kas hiicresinin sarkolemmaya yakin bdlgelerinde
homojen ve daha az yogun bir 6z madde (matriks) olarak gozlenir. Sarkoplazmada
organel ve inkliizyonlarin yani sira myoalbumin, myoglobin ve myojen gibi kasilabilme
0zelligi bulunmayan proteinler de yer alir. Miyoglobin pigmenti kas lifine rengini verir

(13-15).

Miyofibriller 1-2 mikrometre ¢apinda longitudinal ve paralel seyreden silindirik
yapilardir. Bu yapilar kas lifinin enine kesitinde noktalar halinde goriiliir. Gruplar
halinde goriilen bu noktaciklara “cohneim alanlari” denir. Organeller miyofibrillerin
arasinda ve niikleusa yakin olarak bulunur. Mitokondrion ¢ok sayidadir ve sarkoplazma
icine dagilmistir. SR, kas lifi icinde ¢ok Ozellesmis bir yap1 gdsterir ve miyofibriler

arasina dagilmistir (13-15).

Kirmiz1 kas hiicresinde sarkoplazma orani fazladir. Cekirdekler ¢ok sayidadir ve
sarkolemmadan uzak dururlar. Miyofibriller daha az ve gevsektir. Yavas kasilip gevser,
ancak devamli ve gii¢lii aktiviteye sahiptirler, kolay tetanize olurlar. Memelilerin

ekstremitelerinde yer alan kaslar bu tiptedir (13).
2.1.1.1. Miyofibriller

Isik mikroskopunda gézlendigi gibi, boyuna kesiti alinan kas lifleri acik ve koyu bantlar
halinde degisen enine ¢izgilenmeler gosterir. Sarkoplazma iginde hiicrenin uzun
eksenine paralel dizilim gosteren protein iplikleridir. Bu sekildeki dizilimleri kasin
uzunlamasina ¢izgili gériinmesini saglar. Miyofibriller, miyoflaman adi verilen kiigiik
birimlerden meydana gelmislerdir. Ayrica her miyofibril ince ve kalin olmak iizere iki

tip miyofilamandan olusmaktadir (13,15).



2.1.1.2. iskelet Kasinin Elektron Mikroskopta Goriiniimii

Koyu ve kuvvetli boyanan anizotrop band 15181 ¢ift kirar, 151k kiriciliklar1 her yonde esit
degildir ve A bandi olarak adlandirilir. A¢ik ve zayif boyanan iztotrop band 15181 tek
kirar; 151k kiriciliklar1 her yonde esittir ve I band1 olarak adlandirilir. A ve 1 bandlar
daha ince disklere sahiptirler. I bandinin ortasindaki koyu ¢izgi Z ¢izgisidir. Elektron
mikroskopta her I bandinin Z ¢izgisi denilen koyu transvers bir ¢izgiyle ikiye ayrildigi
gozlenir. Kasilabilir yapinin kendini yenileyebilen en kiigiik pargasi olan sarkomer bir Z
cizgisinden digerine uzanan kisimdir ve dinlenme halindeki kasta yaklasik 2,5 um
uzunlugundadir. Elektron mikroskopik caligmalar esasen sarkomerin bu diizeninin kalin
ve ince 2 tip filamanin miyofibrillerin uzun eksenine paralel olarak simetrik sekilde
dizilmesiyle meydana geldigini gostermistir. 1.6 pum uzunlugunda, 15 nm kalinligindaki
kalm filamanlar sarkomerin merkezi kisminda yer alan A bandini olusturur. Ince
filamanlar arasinda bir uglar1 Z ¢izgisine tutunmus olacak sekilde onlara paralel olarak
uzanirlar. Bu diizenlenimin bir sonucu olarak I bandlari, ince filamanlarin kalin
filamanlar iizerine gelmeyen kisimlarindan meydana gelir. A band1 ise, baslica kalin
filamanlardan ve ince filamanlarla st iiste gelen kisimlarindan olusur. Her kalin

filamani 6 ince filaman ¢evreler, bir altigen olusturur (16).

A bandinin ortasindaki ise daha soluk renkli H diski ve ortasindaki koyu bir M ¢izgisi
bulunur. M ¢izgisinin esas proteini kreatin kinazdir. Kreatin kinaz, bir fosfat grubunun
fosfokreatinden ADP (Adenozin Difosfat)’ye aktariminda katalizor gorevi istlenir.
Boylece kasin kasilmasi i¢in gerekli ATP (Adenozin Trifosfat) saglanir. Miyofibril
boyunca art arda iki Z ¢izgisi arasindaki pargaya sarkomer adi verilir. Bir tam A band1
ile iki yarim I bandindan meydana gelir. Cizgili kasta kasilma birimi olan sarkomer,
kasilmanin en kiigiik yap1 tasidir. Sarkomer i¢ine kasilip gevseme yetenegindeki iki
farkli flamanlar grubu yerlesmis olarak bulunur. Kasilma anindaki fibriller daha kalin,
sarkomer ise kisadir. iki Z ¢izgisi arasindaki mesafe kasilma arttik¢a kisalir, I bandlari
daralir, Z cizgileri A bandina yaklagir (13,15). I band1 yalniz ince aktin filamanlarindan

olusurken, A bandi hem aktin hem de miyozin filamanlarindan olusur (13,14).



2.1.1.3. Cizgili Kasin Kasilma Mekanizmasi

Dinlenme halindeki sarkomerler kismen iist {iste binmis kalin ve ince filamanlardan
olusmaktadir. Kas kasilmasinda yaygin olarak kabul géren hipotez “Kayan Filaman

Hipotezi”dir (15).

Miyofilaman demetlerinde kasilip gevseme, hiicre organellerinin siki ve es zamanli
destegi ile olusur. Kasilma birimi olan sarkomer boyca kisalirken, ince aktin filamanlari,
kalin miyozin filamanlarinin aralarinda sarkomerin orta bolgesine dogru kayarlar.
Boylece A bandimmin kalinligi degismezken, 1 bantlar1 daralir. Aktin ve miyozin

filamanlarinin uzunlugu degismemekte, birbirine gore olan pozisyonlar: degismektedir
(13).

Kasilmanin baslamasinda, triad sistemi gorevlidir. Aktinin yer degistirmesindeki

mekanizma, kisaca agagidaki gibidir (15,16):
1. Kasin uyarilmasi ile SR’deki kalsiyum (Ca"") sarkoplazmaya bosalir.

2. Troponin C’ nin Ca'" ile baglanmasi ince filamanda konfigiirasyon degisimine yol
acar, tropomyozinin asagr dogru kaymasiyla myozin ile birleserek aktin yiizeyi

serbestlestirir. Myozin basi ile aktinin serbest yiizeyi birlesir.

3. Baslarin bir yonde egilmeleri, ince filamanlarin birbirine ters yonde g¢ekilmesine

neden olur.

4. Ca™" yeniden SR’e geri doner. Ca' ortamdan ayrilinca tropomyozin-troponin ile
aktin iliskisi baglangi¢ durumuna doner, yani tropomyozin aktinin myozin ile baglanma

yerini bloke eder. Kasilma durur, bunu gevseme izler.

5. Dinlenme halinde ise sarkomerler kismen iist iiste binmis kalin ve ince filamanlardan

olugsmaktadir. Dinlenme durumundaki kasta myozin ile aktin baglanti1 kuramaz.

Kas kasilmasi icin gerekli olan enerji mitokondrionlar tarafindan saglanmaktadir.
Miyozinin bas kisminda bulunan ATP’az enzimi ile ATP’nin pargalanmasi sonunda
enerji ag13a ¢ikar. ATP’ nin hidrolizi i¢in Ca™" gereklidir. Tek bir kas kasilmas: yiizlerce
baglantinin yikilmas1 sonucu ortaya cikar. Ince ve kalin filamanlarin tam olarak iist iiste
binmesiyle olusan kas aktivitesi Ca'  iyonlarmin serbestlesmesine ve Troponin-
Tropomiyozin kompleksinin tekrar miyozin baglayici kisimlar1 6rtmesine kadar devam

eder (13-15).



2.1.1.4. Sarkoplazmik Retikulum

Sarkoplazmik retikulum (SR) miyofibriller arasinda belirli bir diizende yerlesmis olan
endoplazmik retikulumdur (ER). SR hizli kasilma ve gevseme igin gerekli olan Ca™"
akisini diizenler. Ribozomlarla iligkisi olmayan, agraniiler tipteki bu SR, miyofibriller
etrafinda ag seklinde tiibiiler bir sistem olusturur. SR tubuluslari, miyofibrilin boyuna

(longitudinal) ve enine (transvers) olmak iizere iki farkl sekilde yerlesir.

Longitudinal sarkoplazmik retikulum: Genellikle miyofibrillerin uzun eksenine parelel

olarak A bandi seviyesinde yayilan tubuluslardan olusur.

Transvers sarkoplazmik retikulum: Z c¢izgileri hizasinda miyofibrillerin uzun eksenine

dik olarak diizenlenmis tubuluslardir (15,16).
2.1.1.5. Sarkoplazmadaki Diger Yapilar

a) Mitokondrion (Sarkozom): Sarkolemmanin hemen altinda, niikleusa yakin olarak
cok sayida bulunurlar. Kasilma icin gerekli olan enerjiyi saglayan ATP i¢in kaynak
olustururlar. ATP sonradan biitiin hiicre icin enerji kaynagi olarak kullamlir.
Mitokondriyonlar 3 ana enzim sistemine sahiptir; Krebs (trikarboksilik asit) siklusu,
hidrojen ve solunum zinciri elektron tasiyicilart (elektron transport sistemi) ve

fosforilasyon enzimleri gibi.

b) Glikojen: Kaba graniiller seklinde sarkoplazmada daginik olarak bulunur. Kas

kasilmas1 sirasinda hareketi saglayacak enerjiyi depolamaya yardimci olurlar.

¢) Graniilli Endoplazmik Retikulum ve Ribozom: Graniilli Endoplazmik
Retikulum (GER)’in esas fonksiyonu protein sentezidir. Bu nedenle az sayida graniiler
endoplazmik retikulum ve ribozomlara sahiptirler. Hiicreler bir tahribatla karsilastiginda
veya ayirict santrifiije tabi tutuldugunda GER parcalanarak mikrozomlar1 olusturur.
Ribozomlar biitiin hiicrelerde ya GER' e yapismis ve onun bir parcasi olarak veya

sitoplazma igerisinde serbest halde bulunurlar.
d) Lipid: Sarkoplazmada degisik miktarlarda bulunabilir.

e) Miyoglobin: Hemoglobin gibi oksijen baglar ve bir oksijen deposudur. Kasin

oksijene olan ihtiyaci artinca oksijeni serbestlestirir (13-15).



2.1.1.6. Iskelet Kas Dokusunun Enerji Uretim Sistemi

Iskelet kas1 hiicreleri, mekanik calismadan sonra olusan devamli kasilmalara yiiksek
derecede uyum gosterirler. Gerekli enerjinin ¢ogu, her ikisi de enerjiden zengin fosfat
bilesikleri olan fosfokreatin ve ATP formunda depolanir. Kas dokusu fosfokreatin ve
ATP seklinde depolanan enerjiyi glikoz ve yag asitlerini yakarak tiretir. Yag asitleri
mitokondriyal matrikse yerlesmis olan B-oksidasyon enzimleri tarafindan yikilirlar.
Asetatin sitrik asit dongiisii yoluyla okside olmasiyla, ATP seklinde depolanan enerji

ortaya cikar (13).
2.1.1.7. Iskelet Kas Dokusunda Rejenerasyon

Cizgili kas dokusunda degisik sekillerde meydana gelen dejenerasyon olayr sonucunda,
rejenerasyon olay1 kas hiicrelerinde mitoz béliinme ile olmaz. Rejenerasyon kaynaginin
cizgili kas hiicrelerine yakin komsuluktaki satellit hiicreleri ve orijinal miyosit
hareketlerinin oldugu kabul edilmektedir. Satellit hiicreler kas liflerinin bazal laminasi
ile sarkolemmasi arasina yerlesmis tek cekirdekli, gelisme potansiyeli olan hiicrelerdir.
Dejenerasyondan sonra bu hiicreler aktif olarak ¢ogalirlar, kaynasarak yeni kas
fibrillerini meydana getirirler. Biiyiik kas defektlerinde rejenerasyon olmayabilir ve

defekt bag dokusuyla kapatilir (15).
2.1.1.8. iskelet Kas Dokusunda innervasyon

Miyelinli motor sinirler perimisyum i¢inde dallanirlar ve sonlandiklari bdlgede c¢ok
sayida nice dallar igerirler. Innervasyon alaninda sinir miyelin kilifin1 kaybeder ve kas
hiicresi ylizeyi lizerine oturan motor son plak yapisimi olusturur. Bu bdlgede akson
Schwan hiicresinin ince sitoplazma tabakasi ile sarilir. Aksonun ucunda ¢ok sayida
mitokondri ve sinaptik vezikiiller vardir. Bunlar asetilkolin ndrotransmitterini igerir.
Akson ve kas arasinda sinaptik yarik adi verilen bir bosluk bulunur. Kas sinir iligkisinde,

sarkollemma derinlere baglant1 kivrimlar1 seklinde uzantilar génderir (15,16).

Motor son plak uyarildigi zaman akson terminalinden asetilkolin serbestlestirilir, yarik
boyunca dagilir ve baglantt kivrimlarinin sarkolemmalar1 ic¢indeki asetilkolin
reseptorlerine tutunurlar. Transmitterlerin baglanmasi sarkolemmay:r Na' gecirgen hale
getirir. Bu da membran depolarizasyonuyla sonuglanir. Sinaptik araligin bazal

laminasina tutunan kolinesteraz enzimi asetilkolini hidrolize eder (16).



Motor son plakta baglayan depolarizasyon kas hiicresinin ylizeyi boyunca ve transvers
tiibiil sistemi araciligiyla lifin derinliklerine dogru yayilir. Her triadta, depolarizasyon
sinyali sarkoplazma retikulumu dongiisiinii baslatan Ca' un serbestlenmesi ile
sonuglanir. Depolarizasyon sonuglaninca Ca’" aktif olarak sarkoplazma retikulumu
sisternalarina geri alinir ve kas gevser. Tek bir akson bir kas lifini uyarabilir ya da
dallanarak daha fazla kas lifinin uyarilmasini saglayabilir. Birden fazla uyarimin
gerceklestirildigi bir sinir lifi ve onun uyardig1 tiim kaslara “Motor Unite” adi verilir.
Kasilmanin giiciini degistirmek i¢in bir kas demeti i¢indeki liflerin ayni zamanda
kasilmalar1 sart degildir. Kaslar motor iinitelere ayrildiklari i¢in tek motor aksonun

uyarimi bu akson tarafindan uyarilan kas liflerinin sayisiyla orantili bir gerilme yaratir
(16).
2.2. LOKAL ANESTEZIKLER

2.2.1. Lokal Anesteziklerin Tanim ve Tarihcesi

Lokal anestezikler; viicuttaki tiim sinir liflerinde, noéronlarda ve diger uyarilabilir
dokularda depolarizasyon dalgasinin olusumunu ve yayilimini engelleyerek bu yapilarda
gecici duyu, motor ve otonomik fonksiyon kaybina yol acgan ilaglara lokal anestezikler

denir (17).

Yiizyillar boyu Peru ve Bolivya yerlileri, “Erythroxylon Coca” yapraklarini ¢igneyerek,
yorgunluklarini gidermeye ve istahlarin1 kesmeye calismislardir. Bu etkiler bitkinin
yapraklarinda bulunan ana alkaloid olan kokaine aittir. Bitki, 19. yy’da Avrupalilar’in
ilgisini ¢ekmis ve 1860 yilinda kokain alkolaidi Neiman tarafindan izole edilmistir.
Kokainin lokal anestezik etkisi ise Karl Koller (1884) tarafindan goze damlatilarak
gosterilmistir. Kokainin aligkanlik yapici ve toksik etkileri fark edildikten sonra, diger
lokal anestezikler sentezlenmistir. Bunlarin 6nemlileri prokain (1905), lidokain (1948)
ve bupivakain (1960) olmustur. Prokain 1905’te sentezlenmis ve lidokainin kullanimina
kadar yaygin olarak kullanilmistir. Prokain halen diger lokal anesteziklerin etkinlikleri

ve toksisitelerinin kiyaslanmasinda referans ajan olarak kullanilmaktadir (17).
2.2.2. Lokal Anesteziklerin Etki Mekanizmalari

Lokal anestezikler 6zellikle periferik sinirlerde olmak iizere tiim uyarilabilir dokularda
depolarizasyon blokaj1 yaparak membran stabilizasyonu saglar. Cogu lokal anestezik bu

etkiyi, Na' kanallarmin i¢ yiiziindeki reseptorlere baglanarak kanallarin aktivasyonu ve



membran depolarizasyonuna bagli Na’ gecisini onleyerek gerceklestirir. Buna bagh

olarak sinir liflerinde ve diger eksitabl hiicrelerde;

a) Aksiyon potansiyelinin ylikselis hizin1 yani depolarizasyon hizini yavaslatirlar,
b) Aksiyon potansiyelinin amplitiidiinii azaltirlar veya ortadan kaldirirlar,
c) SSS’de eksitasyon esigini azaltirlar,

d) Impuls iletim hizim diisiiriirler ve iletimi tam bloke ederler.

Baz1 lokal anestezikler ise reseptore baglanmak yerine membrana penetre olup
membranda genisleme ve kanalda bozulmaya yol acabilir. Yiizey gerilim teorisine gore
ise aksonal membrana lokal anesteziklerin parsiyel penetrasyonu transmembran

potansiyelini ylikseltir ve depolarizasyonu inhibe eder (17,18).

Sinir lifleri A, B ve C lifleri olmak iizere li¢ gruba ayrilirlar. A grubu lifler miyelinli
somatik, B grubu lifler miyelinli preganglionik, C grubu lifler ise miyelinsiz sempatik
postganglionik ve agriy1 ileten liflerdir. Her tip sinir lifi lokal anesteziklerden etkilenir.
Ancak bu etki, ince liflerde kalinlardan, miyelinsiz liflerde miyelinlilerden daha ¢abuk
ve daha distik yogunluklarda goriiliir. Miyelinsiz lifler (C lifleri) erken etkilendiginden
agr1 ve 1s1 en erken, somatik motor gili¢ en son etkilenir. Otonom lifler (ince miyelinli B
ve miyelinsiz C lifleri) lokal anesteziklerden en hizli etkilenen liflerdendir. Klinik olarak
fonksiyon kaybi sirasiyla; agri, 1s1, dokunma, proprioseptif duyu ve iskelet kas tonusu

seklinde gerceklesir (17).
2.2.3. Lokal Anesteziklerin Kimyasal Yapilar1 ve Siniflandirilmasi

Lokal anesteziklerin hepsi yagda eriyen alkoloidlerin suda eriyen tuzlaridir (19). Lokal
anestezikler bir lipofilik grup ile bir hidrofilik grup ve bunlari ayiran ester veya amid
bagi igeren ara karbon zincirinden olusur. Ara zincirin yapisi, lokal anesteziklerin ester
ve amid grubu olarak smiflandirilmasini saglar. iki grup arasindaki temel farklilik

kimyasal stabilite, metabolizma ve allerjik potansiyellerdeki farkliliktir (17,20).
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Amino Grup Esterler

Benzoik asit veya orto, meta, para aminobenzoik asit tlirevleridir. Kokain, piperokain ve
hekzikain benzoik asit esterleri iken benzokain, prokain, tetrakain ve klorprokain para
aminobenzoik asit (PABA) esterleridir. Ester bagi genellikle stabil olmadigindan bu
ajanlar sollisyon i¢inde hidrolize ugrayarak, viicutta ise psddokolinesteraz ile yikilirlar.
Ayrica bu gruptaki lokal anestezikler kisa etki siiresi ve daha az toksik etki gibi

ozellikler de gostermektedir (17,19-21).
Amino Grup Amidler

Amid bag1 daha stabildir ve sterilizasyon ya da pH degisikliklerinden etkilenmez. Bu
ajanlar kasta metabolize olurlar ve ¢ok az bir kismi ise degismeden idrarla atilir. Bu
grupta klinikte kullanilan ajanlar; lidokain, prilokain, dibukain, mepivakain, etidokain,

bupivakain, ropivakain, levobupivakain’dir (17,19-21).

Lokal anesteziklerin etkilerinin ortaya c¢ikis siireleri, ilaglarin lipid ¢oziiniirliigii ve
proteinlere baglanma 6zellikleri ile iliskilidir. Lokal anestezikler etkilerinin ortaya ¢ikis

siireleri agisindan, li¢ temel kategoride siniflandirilirlar.
1. Diisiik potensli (kisa etki siireli): Prokain, 2-kloroprokain
2. Orta potensli (orta etki siireli): Lidokain, mepivakain, prilokain

3. Yiksek potensli (uzun etki siireli): Bupivakain, tetrakain, etidokain, ropivakain,

levobupivakain (17).

Tablo 1°de bupivakainin, ropivakainin, levobupivakainin fizikokimyasal o6zellikleri

verilmistir (7).

Tablo1. Baz1 Lokal Anesteziklerin Fizikokimyasal Ozellikleri

Bupivakain Ropivakain Levobupivakain
Molekiiler Agirligt (D) 288 274 288
pKa 8.1 8.1 8.1
Liposolubilite 30 2.8 30
Partisyon Katsayisi 28 9 28
Proteine Baglanma (%) 95 94 95
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2.2.4. Lokal Anesteziklerin Etkisini Belirleyen Faktorler

Belirli bir lif kalinliginda ve belirli bir zamanda iletiyi bloke eden minimum anestezik

konsantrasyonu “Cm” olarak adlandirilir (17).
Cm degerini etkileyen faktorler

1. Lif kahmhg:: Sinir lifinin kalinligi, tipi ve miyelinizasyonu Cm.’yi etkiler. Lokal
anesteziklerin etkisi lifler inceldik¢e artmaktadir. Bu kural A grubu lifler i¢in gegerlidir.

Miyelinsiz lifler daha ¢abuk ve daha diisiik konsantrasyonlarda etkilenir.
2. pH: Soliisyonun pH.’s1 arttikca Cm azalmaktadir (asit ortam blogu antagonize eder).

3. Elektrolit konsantrasyonu: Lokal anestezik potensi doku ortaminm Ca'"

konsantrasyonu ile ters orantilidir (hipokalemi ve hiperkalsemi blogu antagonize eder).

4. Sinir stimiilasyonunun frekansi: Yiiksek uyar1 hizlarinda lokal anestezik ajanlarin

potensinde artis olur.

Klinik olarak fonksiyon kaybi; agri, 1s1, dokunma, proprioseptif duyu ve iskelet kasi
tonusu sirasini izler. Normale doniis sirast bunun tam tersidir. Periferdeki biiyilik
sinirlerde motor lifler, genellikle ¢cevrede yerlestiginden ilaca daha erken ve fazla maruz

kalirlar. Bu nedenle motor lifler sensoryal liflerden daha erken bloke olabilirler (17).
2.2.5. Lokal Anesteziklerin Farmakokinetik Ozellikleri

a-Emilim: Lokal anesteziklerin uygulandiklar1 yerden emilerek sistemik dolagima gegis
ozelliklerini, doz, enjeksiyonun yeri, ilacin pH’s1, yagda erirligi ve vazokonstriiktor
madde eklenmesi ile fizikokimyasal ve farmakolojik 6zellikleri belirler. Yagda erirligi
yiiksek olan lokal anestezikler potenttir. Yiiksek lipofilite ajanin sinir hiicre membranina
penetrasyonunu artirir ve sinir iletiminde daha fazla blok meydana gelir. Lokal
anestezik emildikten sonra ilk karsilastigi organ akcigerdir. Burada ilacin biiyiik kismi
gecici olarak tutulur ve diger organlarin birdenbire biiylik miktarda ilagla karsilagsmasi

engellenir (17,20,22).

b-Dagilim: : Lokal anesteziklerin biiyiik bir kism1 plazmada proteinlere baglanarak, bir
kismu da eritrositlere girerek dokulara dagilir. Proteinlere baglanma uzun etkili amid tipi
ilaglarda daha fazladir. Lokal anesteziklerin baglandig1 proteinler a-1 asit glikoprotein
ve albiimindir. Ester grubu anestezikler, ¢ok hizli yikildiklarindan plazma yar1 émiirleri

cok kisadir. Amid grubundakiler ise, viicutta yaygin olarak dagilirlar.
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c-Metabolizma ve Atihm: Ester grubu lokal anestezikler, plazma kolin esterazi ile
hidrolize olarak suda eriyen alkol ve karboksilik asitlere doniigiirler. Bu {irlinler, aktif
olmayip bazen antijenik Ozelliklerinden dolayi, hipersensitivite reaksiyonlarina yol
acabilirler. Amid grubu lokal anestezikler, kasta mikrozomal enzimler tarafindan
hidrolize edilirler. Amid grubunun metabolizmasi iki yonden 6nemlidir. Amid grubunun
metabolizmast sonucu ortaya ¢ikan anilin deriveleri methemoglobinemiye yol
acabilirler. Ikinci olarak, kas hastaliklarinda amid grubu ile yiiksek plazma diizeylerine

bagli olarak toksisite artig1 goriilebilir (17,20,22).
2.2.6. Lokal Anesteziklerin Yan Etkileri
I. Ajanin direkt etkisi ile olusan yan etkiler

A. Lokal: Lokal reaksiyonlarin genellikle soliisyonlara eklenen stabilizan, bakteriostatik
ajanlar veya agir metallerden kaynaklandigr bilinmektedir. Travmatik enjeksiyon,
yiiksek ila¢ konsantrasyonu, kotlii kanlanma ve mekanik nedenlerle de doku hasari

meydana gelebilir. En sik lokal reaksiyon, allerjik dermatit’dir.
B. Sistemik: Dort nedenden kaynaklanmaktadir.

a. Intolerans: Lokal anestezik ajanin plazmada analjezik diizeyin altindaki
konsantrasyonda analjezik etki gostermesidir. Seyrek goriilen bir yan etkidir. Asidoz,
alkaloz, dehidratasyon, febril durumlar ve kas yetmezligi gibi patolojilerde toksisite

alevlenir.
b. idiosenkrazi: Kalitsal, allerjik bir reaksiyon oldugu diisiiniilmektedir.

c. Allerjik reaksiyonlar: Prokain ve tetrakain gibi PABA deriveleri ile bildirilen

allerjik reaksiyonlar amid gurubu lokal anesteziklerle pek goriillmemektedir.

d. Yiiksek dozaj: Yiiksek plazma diizeyleri, hizli absorbsiyon veya hatali intravaskiiler
enjeksiyon ile gelisebilmektedir. Na" kanallarmin blokaji viicutta aksiyon potansiyelinin
yayitlimini etkilediginden lokal anesteziklerin sistemik toksisite riski vardir. Lokal
anestezik karigimlari aditif toksik etkiye sahiptir (20,23). Lokal anestezik ajanlarin
uygun olmayan i.v enjeksiyonu yagsami tehdit eden SSS ve KVS toksisitesine neden

olabilir (24).

Santral sinir sistemi (SSS) iizerine etkileri: Lokal anestezikler kan-beyin engelini
kolaylikla agtiklarindan SSS belirtileri sik goriiliir. Erken semptomlar huzursuzluk, bas

agrisi, bag donmesi, agiz cevresinde uyusukluk ve dilde parestezidir. Duyusal
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yakinmalar kulakda c¢inlama ve bulanik gormedir. Kas segirmeleri tonik-klonik
ndbetlerin baslayacaginin habercisidir. Bunlar siklikla koma ve solunum arresti takip

eder (20,23,24).

Kardiyovaskiiler sistemi (KVS) iizerine etkileri: Genelde lokal anestezikler
miyokardiyal otomatisiteyi deprese ederler. Bu etkiler direkt kardiyak kas membrani
degisiklikleri ve otonom sinir sistemi inhibisyonu sonucunda olusur. Lokal anestezikler
diiz kaslarda diisiik dozlarda vazokonstriksiyon, yiiksek dozlarda vazodilatasyona neden
olurlar. Kokain ise dozdan bagimsiz olarak vazokonstriksiyon olusturan tek lokal
anesteziktir, bu etkiyi norepinefrinin geri emilimini inhibe ederek yapar. Diiz kas
gevsemesi arterioler dilatasyona neden olur. Bradikardi, kalp blogu, hipotansiyon ve
sonugta kardiyak arrest gelisebilir. Hipoksemi ve solunumsal asidoz predispozan risk

faktorleridir (20,24).

Solunum sistemi iizerine etkileri: Erken donemde solunum hiz1 ve derinligi artar, daha
sonra dispne, apne ve solunum arresti meydana gelir. Frenik ve interkostal sinir
paralizisi veya dogrudan lokal anesteziklerin mediiller solunum merkezini deprese
etmesi apneye neden olabilir. Bronsial diiz kaslarda gevseme yapar. Intravendz lidokain
(1,5mg/kg) entiibasyona bagli bronkokonstriiksiyonu bloke etmede etkili olabilir
(20,23).

Immiinolojik sistem iizerine etkileri: Lokal anesteziklere bagl allerjik olaylar
nadirdir. Daha ¢ok para-amino benzoik asit tiirevi olan, ester tipi lokal anesteziklere
kars1 gelisir. Amid grubu lokal anesteziklere karsi reaksiyon nadirdir. Amid grubu
ilaclardaki allerjinin nedeni, bu soliisyonlara koruyucu olarak katilan, yap1 olarak para-

amino benzoik aside benzeyen metil parabendir (20,23,24).

Norotoksisite: Klinikte kullanilan lokal anestezikler nadiren lokalize sinir hasari
olustururlar. Sodyum bistilfid igeren, diisiik pH’I1 klorprokainin yanlislikla subaraknoid
enjeksiyonu sonucu uzun siireli iletim blogu goézlenmistir. Siirekli spinal anestezide
kullanilan % 5’ lik lidokainin ve % 5’ lik tetrakainin tekrarlayan dozlar1 sonrasi “cauda
equina sendromu” ve “tranmsient neurologic symptoms (TNS)” goOzlenmistir (25).
Teropatik araligin istiinde lokal anestezigin epidural arali§a verilmesi sinir koklerinde
kalic histolojik ve fonksiyonel hasarin doza bagli olarak meydana geldigi gozlenmistir

(26).
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Kas Iskelet Sistemi Toksisitesi: Miyotoksisitenin klinik Oneminin tam olarak
bilinmemesi, yan etki olarak daha az Onemsenmesine neden olmustur. Biitiin lokal
anestezik ajanlar myotoksik olarak tanimlanmislardir. Bu ajanlarin i.m enjeksiyonu geri
dontistimlii myonekrozla sonucglanir. Seri ve siirekli uygulamalardaki kas hasar1 doza
bagli olarak geri donilisiimsiiz hale doniisebilir (1). Lokal anesteziklerin
konsantrasyonlari ve maruziyet siireleri ile miyotoksisiteleri artmistir (27).
Steroselektivite ve lipofilik 6zellik lokal anestezik miyotoksisitesindeki patogenezde

onemli rol oynamaktadirlar (28).

Son yillarda, bolgesel anestezi tekniklerinin gelismesi ve lokal anesteziklerin klinik
kullanim alanlarinin artmasi yan etki profilini de degistirmistir. Yapilan calismalarda,
ozellikle oftalmolojik vakalarda peri ve retrobulber blok sonrasi lokal anesteziklerden
kaynaklanan postoperatif miiskiiler disfonksiyonun olduk¢a sik oldugu belirlenmistir
(29-32). Ayrica klinik olarak myonekroz, siirekli yapilan periferal bloklardan, yara
kenarina yapilan infiltrasyonlardan, tetik noktalarma (trigger point) yapilan

enjeksiyonlardan sonra da ortaya ¢ikmaktadir (2,33).

Lokal anesteziklere eklenen steroid ve epinefrinin miyotoksisiteyi daha ¢ok arttirdigi

bilinmektedir ( 34,35).

II. Sekonder olarak ajan veya blogun yarattigi fizyolojik degisiklikler: Lokal
anestezik blogunun sonucunda gelisen sempatik blokaja bagli hipotansiyon; paraliziye

bagli hipoventilasyon ve vazodilatasyona bagli yanma bu gruba giren yan etkilerdir.

III. Ajan veya bloktan bagimsiz olarak gelisen yan etkiler: Operasyon sirasinda
gelisen senkop, mani, histeri, kalp yetmezligi, beyin kanamasi ve koroner spazm

bunlardan bazilaridir.

2.2.7. Lokal Anesteziklere Bagh Iskelet Kas Dokusundaki Histopatolojik
Degisikliklerin Patogenezi

Lokal anesteziklerin iskelet kasindaki toksisitesi ile ilgili ilk vaka 1959’da Brun
tarafindan rapor edilmistir. Lokal anesteziklerin i.m uygulamalart geri doniistimli kas
hasarlanmas1 ve myonekroz ile sonuglanmaktadir. Hasarin derecesi doz bagimli olarak,

seri veya siirekli uygulama ile artmaktadir (1,9).

Enjeksiyon bolgesinde gozlenen histopatolojik bulgular genelde uniform ve

nonspesifiktir. Enjeksiyon bolgesinde histopatolojik olarak 12 saat i¢cinde genis alana
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yayillmis intersisyel ve miyoseptal 6dem gozlenir (36). Lokal anestezik ajanlara
maruziyetten 5 dakika sonra ilk olarak miyofibril bantlarinin asir1 kasilmasi, miyotoksik
degisiklerin ilk histopatolojik bulgusudur. Takip eden saatlerde, kas lifleri intrensek
dejeneratif fazin icine girerler ve miyofilamentler parcalanir, kondanse olur. SR litik
dejenerasyonu ve mitokondri dejenerasyona ugrar, miyoniikleusta piknotik degisiklikler
ve patolojik kromatin birikimi meydana gelir. Bu sirada nekrobiotik degisiklikler oturur
ve fiberlerde vakuolizasyon, miyositlerde total 6dem, intraseliiler yapilarda myonekroz
tam anlamiyla 1-2 giin icinde gerceklesir (5,6,9,33). Miyoblast populasyonu ‘satellit
hiicreler’ olarak adlandirilir ve lokal anesteziklerden etkilenmezler. Bdylece satellit
hiicreler myonekroz alaninda ¢ogalirlar ve doku onariminda anahtar rol oynarlar (1).
Satellit hiicrelerine ek olarak, rejeneratif siire¢ boyunca néromuskuler devamliligin
erken yenilenmesi ile motor sinir uglar1 da lokal anesteziklerin major yikici etkilerinden

etkilenmemektedir (38).

Kas dokusunda olusan bu destriiksiyon periyodu 24-48 saatten fazla siirer. Lokal
anestezik miyotoksisitesi, fagositik hiicre infiltrasyonu gerceklesmesiyle ortaya
cikmaktadir. Nekrotik liflerin sarkolemmasina sizan ve kusatan makrofajlar 48 saat
icinde ortaya c¢ikmaktadir (36). Fagositer hiicreler satellit hiicreleri ve kas dokusu
etrafindaki bazal laminay1 etkilemeksizin nekrotik alanlarda bulunan debrisleri fagosite
eder. Miyositlerin bu ajanlara siirekli maruziyeti, geri doniisiimsiiz zedelenme ve
nekroza neden olabilir (33). Vaskiiler yapilar, ndral yapilar ve bag dokusu elemanlari
etkilenmezler (5,33,39). Direkt ignenin yaptig1 hasar, mekanik travmadir ve sadece kasta
lokal zedelenme yapar, kas hasarina neden olmaz. Bu nedenle mekanik travma

miyotoksisite mekanizmasindan ayri tutulmustur (1,9,38).

Lokal anesteziklerin indiikledigi miyotoksisitesinin patogenezi biiyilkk oranda
komplekstir. Kas fibrillerini etkileyen yiliksek oksidatif stres, lokal anesteziklerin
miyotoksisitesinin patogenezini olusturur. Reaktif hidroksil radikalleri ve siiperoksit
anyonlarmin yiiksek olmasi miyotoksik hasardan sorumludur (40). Mitokondri
diizeyinde oksidatif fosforilasyonu F/-ATP-az enzimiyle inhibe etmeleri ve SR’den

Ca"" salmimi arttirmalari, lokal anesteziklerin kimyasal yapilarina baglidir (41).

Lokal anestezik ajanlar membran-aktifdirler ve miyositlerin her iki internal ve eksternal
membran  sistemlerini bozarlar. Bdylece basglangic Ca’ homeostazinda ve

permeabilitesinde degisiklik yapabilirler. Miyojenik hiicrelerin internal membran
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sistemleri, iskelet kas kontraksiyonu i¢in gerekli olan biiyiik miktardaki Ca"" iyonlarini

depolar (2,33,42).

Lokal anesteziklere bagli gelisen miyotoksisitenin subselliiler mekanizmalar1 halen
detayli anlasilamamistir (1,39). Benoit ve arkadaslarina gore (42), Ca’™ hiicre yasaminin
devami ve yapisal biitlinliigili icin temel bir elementtir. Lokal anesteziklere bagli gelisen
myonekrozun temel nedeni, hiicre icinde Ca™" iyonunun yiikselmesidir. Hiperkontrakte

miyofibriller, miyotoksisitenin en erken belirtileridir (42).

Miyoplazmik Ca™" diizeylerindeki artis, SR’deki Ca'"" ‘un gecirgenligindeki artistan ¢ok
lokal anesteziklerin Ca'" salan ‘ryonodin reseptr’ (RyR) ile direk etkilesimidir. Bu
etkilesimler olduk¢a kompleksdir ve bifazik doza bagli olarak spesifik ajanlarla
etkilesimidir. RyR’nin 3 subtipi vardir ve RyR; kalpte lokalize olanmidir Yiksek
konsantrasyonlarda ¢ogu lokal anestezikler RyR’ni aktifler ve SR’den Ca'" salmimin
indiikler. Diisiik konsantrasyonlarda bu kanallar inhibe olur. Bu reseptor etkilesimi pH
bagimlhidir ve miyotoksisite yiiksek intraseliler pH seviyelerinde potansiyelize
olmaktadir. Siklikla RyR’ nin aktive olmasi ve Ca”" ATP az’in inhibe olmasi da

intraselliiler Ca™" seviyelerini artirir (1,39,43-47).

Lokal anestezik uygulamasimi takiben sistemik miyotoksisite gelisebilir. Intravendz
bloklar ve kazara sistemik dolagima lokal anestezik uygulanmasinda sonra meydana
gelen sistemik miiskiiler lezyonlar daha diisiik oranda goriiliir. Uzun peryodda
uygulananlar ise plazma seviyeleri ¢ok yiikselecegi i¢in sistemik kas hasarina daha fazla
neden olurlar. Kronik kokain kullannmi ve intoksikasyonu sonrasi rabdomiyoliz ve

oldiirticii kas hasarlar ciddi ve iyi bilinen bir komplikasyondur (48,49).

Lokal anestezik uygulamasinin takibinde gelisen kas hasarinin tanis1 oldukga
karmagiktir. Belirtileri asikar degildir, siklikla enjeksiyon bolgesinde sinirlidir. Lokal
anesteziklere bagli miyotoksisite klinikte kas seyirmesi ve kasin kasilmasiyla agrinin
artmasi, gevsemesiyle azalmasi ile belirti verir. Serumda kas kreatinin kinazi artar,
EMG’de enflamatuar ve nekrotik miyopati gozlenir. Kesin tani histopatolojik olarak
konur (2). Bir istisna olarak ektraokiiler kas disfonksiyonunun ortaya konmasi oldukca

basittir.

Lokal anestezi miyotoksisitesinden korunma amagli olarak mitokondri hedefli ilaglar
kullanima girmistir (50). Bupivakainin, mitokondride komplex I[-III iizerindeki

istenmeyen inhibitor etkisinden korunmak i¢in N-Asetilsistein (NAC)’1in kullanilmasi
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gerektigi bildirilmektedir (51,52). NAC ve Trolax gibi antioksidanlar tetrakaine bagl
apoptozisi belirgin olarak inhibe etmislerdir (52). SR’den Ca™" salinimimi &nleyen
Quercetin gibi antioksidanlar ve Ca' antagonizmasi yapan ilaglarin kullanimi da kas
hasarimi onleyebilecek ilaglardir (1). Miyoblastlardaki lokal anesteziklere bagl gelisen
mitokondrial hasarin tamirinde Rekombinant Insan Eritropoetini (thEPO) kullanarak
toksisiteden  korunulmaya ¢alisilmistir  (53). Klinisyenler, lokal anestezik
miyotoksisitesinden korunmak i¢in antioksidanlar1 (thEPO, NAC) kullanmadan once;
lokal anestezigin konsantrasyonunun disiiriilmesi, uygun katater pozisyonu ve

uygulama siiresinin kisa olmasi gibi kosullar1 saglamalidir (54).

2.2.8. Bupivakain (Marcaine®)

Bupivakain, 1957 yilinda Isve¢’de Ekenstan ve arkadaslari tarafindan sentez edilmis ve
ilk kez 1963 yilinda L.J. Telivuo tarafindan klinik uygulamaya sokulmustur. Bupivakain
R(+) ve S(-) enantiomerlerinden olusan bir rasemik ajandir. Bupivakain, amid yapil

uzun etkili bir lokal anestezik ajandir. Piperidin halkasi iizerine butil grubu eklenmistir
(7,17).

Kimyasal ad1, “L-n-Butyl-DL-Piperidin 2-Carbonsaure 2-6 dimethylanilid’dir.

CH,

NH— CO N

CHj |
C4Ho

Sekil 2. Bupivakainin A¢ik Formiilii

Farmakokinetik Ozellikleri

Bupivakainin molekiil agirligir 288, erime noktas1 258°C, dissosiyasyon katsayisi (pKa)
8,1 partisyon katsayist 27,5 olup, bupivakainin plazma klirensi 0.58 It/dk, eliminasyon
yarilanma siiresi 2.7 saat ve hepatik ekskresyon orani 0.40’tir. Basta o-1 asit
glikoprotein olmak iizere plazma proteinlerine % 96 oraninda baglanir. Plasentayi
kolaylikla gecer. Plazma proteinlerine baglanma orani anneye gore fetiiste daha

diistiktiir.
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Farmakodinamik Ozellikleri

Epidural aralifa enjeksiyon sonrasi etkinin baslama siiresi 5-7 dk, anestezinin
yerlesmesi ise 15-20 dk icinde olmaktadir. Periferik sinir bloklarinda 5-6 saat, epidural
blokta 3,5-5 saate kadar anestezik etki siirmektedir. Spinal anestezide ise anestezik
etkinlik 3-4 dk iginde baslamakta ve 3,5-4 saat devam etmektedir. Periferik sinir
bloklarinda % 0,5 konsantrasyonda 35 ml voliimde tam motor blok saglayabilmektedir.
Obstetrik analjezi ve perine cerrahisinde epidural uygulama i¢in % 0,25
konsantrasyonunda, alt ektremite cerrahisinde % 0,5 konsantrasyonunda ve batin
operasyonlarinda ise % 0,75 konsantrasyonda 20 ml voliim olarak uygulanmaktadir

(19).
Metabolik dzellikleri

Amid yapili oldugu i¢in primer olarak kasda metabolize edilir. N-dealkalizasyona ugrar,
ilacin ¢ok kiiclik bir miktar1 ise degismeden idrarla atilir. Plasenta bariyerini pasif
diffiizyonla geger. Proteinlere yiiksek oranda baglanmasi nedeni ile plasental diffiizyonu

da diisiiktiir. Fetus lizerindeki etkilerine ait kesin sonuglar bildirilmemistir (19).
Etki Mekanizmasi

Uyarilabilir hiicre membranlarinda Na™ kanallarinin agilmasim engelleyerek hiicre igine
yonelik hizli Na” akimmi doza bagh bir sekilde azaltir. Doza bagh olarak kalpte Na"
kanallarin1 bloke ederek aksiyon potansiyelini uzatir ve miyokardin kontraksiyonunu

deprese eder. Bu etki, bupivakainde digerlerine gore daha belirgindir (17,18).
Anestezik Etkisi

Bupivakain yaklagik olarak lidokain ve mepivakainden 3-4 kat, prokainden ise 8 kat
daha potent olup etki siiresi mepivakainden ve lidokainden 2-3 kat daha uzundur. Uzun
etki siiresine karsin, motor blok yapici etkisinden daha fazla olarak, duyusal blok
meydana getirmektedir. Bu o0zelliginden dolayr dogum analjezisi ve postoperatif
analjezide popiiler bir ajan haline gelmistir. Bupivakain; rejyonel intravendz anestezi

(RIVA), presakral ve paraservikal bloklar i¢inde uygun degildir (17,19).
Sistemik Toksisite

Asir1 dozun neden oldugu yliksek plazma yogunluklari, hizli absorbsiyon ve en sik
olarak da yanlislikla damar i¢i enjeksiyon sonucu ortaya ¢ikar. Bupivakainin toksik doz

konsantrasyonu 4-5 pg/ml olup total dozu 2-2,5 mg/kg’t gegmemelidir. Maksimum
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Onerilen doz erigkin hasta i¢in 200 mg’dir, eger adrenalin eklenirse 250 mg
ge¢memelidir. Tekrarlanan dozlar ilk dozun yaris1 veya % ii kadar tekrarlanabilir, fakat
24 saatte maksimum 400 mg’1 ge¢gmemelidir (21). Kan tablosunda bir degisiklik
yapmaz, methemoglobinemiye sebep olmaz (19,22). Sistemik toksik etkisi KVS ve SSS

tizerine olmaktadir (19).

Bupivakainin R ve S olmak iizere iki izomeri mevcuttur. R izomeri, S izomerine oranla
A-V iletim zamanimi daha belirgin sekilde uzattig1 gibi, hem Na" hemde K" kanallarin
inhibisyonunda daha potenttir. Kardiyak miyositlerde intraselliiler Ca™ artisindan
sorumlu olan sarkoplazmik retikulumdan Ca"" salimminda, R izomerinden daha potent
izomer olan S izomeri i¢in steroselektivite gosterir. Bu durum S izomer i¢in azalmis
toksisitesini aciklamaktadir. Steroselektivite ve lipofilik 6zellik lokal anesteziklerin
miyotoksisitesinde patogenezde 6nemli risk tagimaktadir. Rasemik bupivakain doku
hasarmni1 daha belirgin yapmaktadir (46,47). Ayrica bupivakainin olumsuz kardiyak
etkilerinin, Ca"" kanallar1 ve intraselliiler Ca™" akimu ile etkilesimine ve mitokondrilerde
ATP sentezi iizerine olan etkilerine bagli oldugu bulunmustur. Bunun yaninda
bupivakainin miyokard kontraksiyon giiciinii azaltmasi, depolarizasyon hizin1 ve
aksiyon potansiyel amplitiidiinii diisiirmesi kardiyak depresan etkiye katkida bulunur

(7,24,55-57).
Santral Sinir Sistemine Etkileri

Bupivakain ile olusan SSS toksisitesinde, diger lokal anesteziklerdeki gibi basglangigta
serebral korteksteki inhibitor yollar ve sonra tiim sistemler deprese oldugundan belirtiler
once stimiilasyon daha sonra depresyonla karakterizedir. Kortikal uyarilma ile heyecan,
huzursuzluk, bas agrisi, bas donmesi, kulaklarda ugultu, nistagmus, agiz ¢evresinde ve
dilde uyusma, titreme ve kas seyirmeleri daha sonra da konviilsiyon gelisir. Mediiller
merkezin uyarilmasiyla arter kan basinci, kalp atim hizi ve solunum sayisinda artma ve
ritminde degisiklik, bulant1 kusma goriiliir. Depresyon belirtileri olarak da oryantasyon
bozuklugu, sedasyon, biling kaybi, arteriyel kan basincinda diisme, kalp atim hizinda

azalma veya durma ve apne gelisir (17,19).
Kardiyovaskiiler Sisteme Etkileri

Kardiyotoksisite, muhtemelen hem dogrudan hem dolayli kardiyak etkilerinin
sonucudur. Dogrudan etkileriyle kardiyak debide azalma, hipotansiyon, kardiyak arreste

yol acgabilecek ventrikiiler tasikardi ve kalp blogu gostergesi olan EKG degisikliklerini
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de igeren kardiyotoksisite olusur. Dolayli etkiler sempatik kardiyak innervasyonun
blokajmi veya diger SSS ile ilgili mekanizmalar1 igerebilir. Miyokardiyal Na"
kanallarinin blokaji, iletim gecikmesine ve QRS uzamasma yol agar. Bupivakainin
kardiyotoksisitesi, yiiksek lipofilik 6zelligine ve miyokard Na" kanallarina kars1 yiiksek
afinitesine baghdir. Yiiksek dozda hizli veya ven i¢ine yanlislikla enjeksiyon
yapildiginda; Once atriyoventrikiiler ileti yavaslar. EKG’de QRS kompleksinde
genisleme, hipotansiyon, bradikardi gelisebilir ve oldukc¢a sik olarak ventrikiiler
tagikardi, ventrikiiler fibrilasyon sonrasi asistoli goriilebilir. Bupivakain ile olusan
kardiyotoksisite resiisitasyona kolay cevap vermemektedir. Asidoz, hipoksemi ve
hiperkapni bupivakainin kardiyotoksisitesini potansiyelize etmektedir (7,17,19,24).
Lokal anesteziklere bagl kardiyovaskiiler kollapstan etkilenen hastalarin resiisitasyonu
konusunda iimit verici bir gelisme olan Intravenz Lipid Emiilsiyonu (IVLE) kullanimi

hizla yayginlasmaktadir (58).
Kas Dokusu Uzerine Etkileri

Periferik sinir bloklarinda tekrarlayan bupivakain uygulamalar ile yapilan klinik ve
deneysel c¢alismalarda kas dokusunda gelisen hasarin patogenezinde mitokondri
kristolizisi ve otofaji gibi subseliiler degisikliler rol oynamaktadir. Bupivakain siddetli
organel ve kas doku hasarina sebep olmanin yanisira, kasta oksidatif kapasitede
azalmaya sebep olmaktadir (59). Bupivakain enjekte edilen kasta mitokondrinin zar
yapisindaki F;-F ;9 ATP sentetaz oligomerizasyonunu etkileyerek mitokondriyal internal

organizasyonda bozulmalara sebep oldugu ileri siiriilmektedir (60).

Bupivakainin neden oldugu kas dokusundaki mitokondriyal toksisite mekanizmasini

arastiran biyokimyasal ¢aligmalarin sonucunda;

1-Mitekondriyal respiratuar zincirde komplex-I ‘in spesifik inhibisyonu,
2- Oksidatif fosforilasyonun azalmasi (OXPHOS),

3-Mitekondriyal Adenozin Trifosfat (ATP) sentazin 6zel inhibisyonu,
4- Mitekondiyal membran potansiyelinin azalmasi,

5-Mitekondriyal ag fragmantasyonun azalmasi,

6-Muhtemel mitoptozis baglangici ve

7- Bupivakaine uzun siireli maruz kalma ile solunum zinciri protein oraninin azalmasi
izlenebilmektedir.
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Yiiksek konsantrasyondaki bupivakain i¢in potent mitokondriyal inhibitér de
denilenebilir. Mitokondiriyal kompozisyondaki farkliliklar veya respiratuar kararl
durum, hastalarda gozlenen bupivakain sensitivitesindeki farkliliklar1 agiklayabilir.
Mitokondriyal respiratuar zincir kompleks I-1V ve sitrat sentaz aktivitesinin azalmasiyla
ATP sentezininde azalma sozkonusudur. Sonu¢ olarak mitokondriyal oksidatif
fosforilasyonu kompleks-1 {izerinden engelleyerek kas liflerindeki siddetli kas hasarina

sebep olmaktadir (51,59).

Bupivakain, bilinen en yiiksek miyotoksik etki potansiyeline sahip lokal anestezik
ajandir (1,9,33). Bupivakainin miyotoksik etkisinin konsantrasyona ve etkilenme
siiresine bagli oldugu bilinmektedir (6,27). Klinik konsantrasyonlarda SR’ den Ca'""
salinmasi yaninda, SR’a Ca'" reuptake’ini inhibe etmektedir. Ciinkii bupivakain, giiclii
lipofilik bir ajandir ve miyoplazma iginde hizla birikerek iskelet kas liflerinde Ca™ un
hiicre i¢i konsantrasyonunu artirirlar. Bu sinerjik etkiler bupivakainin miyotoksik
etkilerinden sorumludur (39,43-46). Ca"" ‘un miyositlerden salimmini RyR aktivitesini
arttirarak yapmaktadir. RyR iizerindeki bu spesifik etki ile birlikte SR membranlar1 Ca™"
gecirgenligini arttirmaktadir (5,44,46).

Bupivakain miyotoksisitesi, Permeabilite Gegis Poru (PTP) ve Ca'"" disregiilasyonunu
kapsayan mitokondriyal disfonksiyonun uygun bir model olabilecegini kabul eden Irwin
ve ark.’na gore (61), bupivakain doza bagl olarak iskelet kas kasinin mitokondrisinde
ve izole kas fibrillerinde “permeabilite gecis porlarimin” (PTP) ‘nin agilmasinm
indiiklemektedir (PTP, i¢ mitokondriyal membraninda lokalize yiiksek gecirgenlige
sahip bir kanaldir). PTP’ nin hiicre 6liim yolaklarinda en azindan ii¢ mekanizmasinda
etkili oldugunu One siiriilmektedir. Bu mekanizmalar; hiicresel ATP miktarinin
azalmasi, sitoplazmik Ca'™" yiikselmesi ve sitokrom ¢, Endoniikleaz G gibi apoptozis
faktorlerinin salinmasidir. Yakin zamanda bupivakaine maruziyet sonrasit kas
fibrillerinde invivo PTP ‘nin ag¢ilmasi; mitokondriyal depolarizasyonuna sebep olarak
hiperkontraksiyon ve devaminda hiicre 6liimiiniin temelini olusturan major sebep oldugu
bildirilmistir.

Akut miyosit hasari, bupivakain kullanimi sonrasi apoptozisle sonug¢lanmaktadir
(50,62,63). Lokal anestezikler, mitokondriyal DNA hasarina adenozin trifosfat ve
mitokondriyal protein diizeylerinde azalmayla neden olmustur. Apoptozis yogun ve
parcalanmis ¢ekirdeklerinin gozlenmesiyle, prokaspaze-3 ve prokaspaze -9 diizeylerinin
azalmasiyla da dogrulanmaktadir. Bupivakain, kaspaz-3,-8,-9’u aktive ederek reseptor
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veya mitokondri bagimli apoptozis ile DNA fragmantasyonunda rol oynamaktadir.
Bupivakain ile uygulama sonrasi Ist sok proteini(70), C-jun ve C-gen gibi bir¢ok
apoptozis ile ilgili genlerinin eksperesyonu arttirdigi gozlenmistir. Bu sonuglarla
norotoksik veya miyotoksisiteye giden bupivakainin indiikledigi apoptozisin molekiiler

mekanizmasi daha iyi anlagilmaktadir (62,64).
2.2.9. Ropivakain (Naropin®)

Ropivakain fizikokimyasal 6zellikleri ve etkinligi a¢isindan bupivakaine benzer, Propyl-
2,6-pipecoloxylidid hydrochloridemonohydrate yapisinda ve S enantiomer uzun etkili

amino-amid yapil1 bir lokal anesteziktir (65).
Kimyasal Yapisi

Kimyasal ad1 “I-izopropil, 2-piperidin, 2,6-dimetilanilid hidrokloriddir (65-67).

CHs,

NH— COi

H |

CH,
C3H5

Sekil 3. S- (-)-Ropivakain
Fizikokimyasal Ozellikler

Yiiksek pKa ve diislik yagda ¢oziiniirliik 6zelligi, agri liflerini daha fazla, motor lifleri
daha az bloke etmesini saglar (65,67). Diger lokal anestezikler gibi ropivakain de, sinir
liflerindeki hiicre membranlarindan Na " iyonlarinin girislerini 6nleyerek, sinir liflerinde

uyarilarin iletilmesini gegici olarak bloke eder (65,68).

Ropivakainin fizikokimyasal ozellikleri bupivakainle benzerdir ancak ropivakainin
yagda ¢Oziiniirligii bupivakainden daha dusiiktiir. Ropivakain daha diisiik lipofilik
yapist nedeniyle mitokondrial ATP metabolizmasindaki bozulmalardan bupivakaine

gore daha az sorumludur (48).
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Metabolik Ozellikleri

Plazmada temel olarak a-1-asit glikoproteine baglanir ve yaklasik % 6's1 serbest
haldedir. Ropivakain, diger amid tipi lokal anestezikler gibi karacigerde aromatik
hidroksilasyon yoluyla metabolize olur. Biyotransformasyon karaciger oksidazlari
tarafindan piperidil halkasinin PPX’e dealkillenmesi ile baslar. Yikim iirtinleri 2,6-
pipekolosilidid,  3-hidroksi-ropivakain ~ve  4-hidroksiropivakain'dir. ~ 3-hidroksi-
ropivakain ve 4-hidroksi-ropivakainin lokal anestezik etkisi olmakla birlikte, bu etkileri
ropivakainin etkisinden azdir. Intravendz uygulamalardan sonra dozun % 86's1 idrarla

atilir ve bunun da sadece % 1'i degismemis haldedir (69).
Toksisite

Ropivakainin, yagda ¢oziiniirliigiiniin diisiik olmas1 ve miyokard Na' kanallarina karsi
daha diisiik afiniteye sahip olmasi nedeniyle daha diisiik toksisiteye sahiptir.
Ropivakain, esdeger bupivakain dozlarindan daha az, lidokainden daha fazla
kardiyotoksiktir. Kalp hizin1 ve arteriyel kan basincini artirir, ejeksiyon fraksiyonunu
azaltir ve kardiyak out-put’u degistirmez. Disiik dozlarda ve plazma
konsantrasyonlarinda kardiyovaskiiler depresan etkisi vardir. Bupivakain ile
karsilagtirildiginda, yiiksek plazma seviyelerinde ropivakainin ventrikiiler tagikardi ve

ventrikiiler fibrilasyon gibi tehlikeli aritmilere yol agma riski daha diistiktiir (70,71).

Ropivakain, doza bagl olarak iskelet kas dokusunda miyotoksiktir. Ropivakain diger
lokal anesteziklere nazaran daha az lipofiliktir, sarkolemmal bariyerden yavas penetre
olur (6). Ropivakain enjeksiyonundan sonra intertisyel ve miyoseptal 6dem olusturarak

bupivakaine ragmen fokal ve 1limli kas lif hasarina yol agmaktadir (9).

Ropivakain, bupivakaine nazaran daha az kardiyotoksiktir (56,70,71,). Ropivakain,
bupivakainle karsilastirildiginda daha az miyotoksiktir. Aym1 zamanda ¢izgili kas
liflerinde apoptozisi daha az aktive etmektedir (64).

2.2.10. Levobupivakain (Chlrocalne®)

Levobupivakain, iilkemizde en son kullanima sunulan bupivakain hidrokloridin saf S(-)

enantiomeri olan uzun etkili aminoamid yapida bir lokal anesteziktir (10,72).

Kimyasal adi, S-1 butil, 2-piperidil, farmo 2°,6° xy lipid hidroklorid, molekiil formiilii;
ClgHngzo’dir (10)
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Sekil 4. Levobupivakain
Farmakokinetik Ozellikleri

Terapotik uygulamayi takiben, levobupivakainin plazma konsantrasyonu, doza ve
uygulama yoluna bagli olup, uygulama yerindeki emilim, dokunun vaskiilaritesiyle
ilgilidir. Levobupivakainin % 0,5 veya % 0,75’lik konsantrasyonlarindan 15 ml epidural
enjeksiyonu sonrasi pik plazma konsantrasyonlar1 sirasiyla 0,582 ve 0,8-1 mg/L

olmakta, bu konsantrasyonlara 0,37 ve 0,29 saatte ulasildig bildirilmistir (10,72).

Levobupivakain yiiksek oranda plazma proteinlerine baglanir (%97), ortalama
yarilanma omrii 1,4 saattir. Total plazma klirensi intravendz inflizyondan 8 dk sonra 39

L/saattir. Infiizyondan 15 dk sonra eliminasyon yar1 émrii 2,06 saattir (10,72).
Metabolizmasi

Levobupivakainin ana metaboliti olan 3-hidroksi levobupivakain, glukuronik asid ve
stilfat ester konjugatlara ¢evrilerek idrarla atilir. Levobupivakain, sitokrom p450 (CYP)
sisteminin CYP1A2 ve CYP3A4 izoformlar tarafindan metabolize edilir (10,72).

Etki Mekanizmasi

Levobupivakain, ndronal membranlarda voltaj-duyarli iyon kanallarinin blokajiyla sinir
impulslarinin gegisini onleyerek etki gdsterir. Na™ kanallarmi agilmasim 6nleyerek,

lokalize ve geri doniislii anestezi olusturur (10,72).
Farmakodinamik Ozellikleri

Levobupivakain rasemik bupivakainin S(-) izomeri olan amid tipte uzun etkili bir lokal
anestezik olup bupivakaine benzer farmakodinamik 6zellikler gosterir. Toksik dozlarda
erisilen kan konsantrasyonlarinda kalpte iletim bozuklugu, eksitabilite, kontraktilite ve
periferik vaskiiler direncte degisimler yaptig1 bildirilmistir. Genelde invitro, invivo ve
gontllilerdeki sinir blokaj ¢alismalarinda levobupivakainin potensinin bupivakain kadar

oldugu, benzer duyusal ve motor blok olusturdugu gosterilmistir (10,72-74).
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Terapotik uygulamay: takiben, levobupivakainin plazma konsantrasyonu, doza ve
uygulama yoluna bagli olup uygulama yerindeki emilim, dokunun vaskiilaritesi ile
ilgilidir.

Kardiyovaskiiler Sisteme Etkileri

Yapilan hayvan c¢aligmalarinda bupivakainden daha az toksik etkiye sahip oldugu, QRS
genislemesi ve aritmi goriilme sikligmin daha diisiik oldugu gosterilmistir (75). izole

perfiize tavsan kalpleriyle yapilan ¢alismalarda, levobupivakainin bupivakainden daha

az kardiyotoksik etkiye sahip oldugu gosterilmistir (72).
Santral Sinir Sistemine Etkileri

Levobupivakainin ortalama konvulzif dozu bupivakaine gore daha yiiksektir. SSS uyari
bulgulart bupivakain ile daha gec baslar ve daha uzun siirer. Levobupivakainin SSS yan
etkilerinin daha az oldugu gosterilmistir (75). Hayvan calismalarinda konviilziyon ve
apne olusturma olasiliginin daha diisiik oldugu gdosterilmistir (74). Levopubivakainin
vazokonstriktor etkisinin daha ¢ok olusu, ortaya c¢ikan duyusal blogu daha uzun

stirmesini ve SSS toksisitesinin daha diislik olmasini agiklamaktadir (10,75).

2.3. KAS ISKELET SiSTEMINDE LOKAL ANESTEZIKLERE BAGLI
SUBSELLULER DEGIiSIiKLIiKLER VE INCELENME YONTEMLERIi

2.3.1. Apoptosiz

Cok hiicreli organizmalarda hiicre boliinmesiyle artan hiicre sayisi hiicre dliimleriyle
dengelenir. Eger bir organizmada bir hiicreye artik gereksinim duyulmuyorsa, hiicre ici
haberci sistemleri aktive edilerek o hiicrenin intihar siireci baslatilir. Bu intihar siireci
Yunanca’da yaprak dokiimii anlamina gelen “apoptoz” ya da “programli hiicre 6limii”
ile gergeklesir. Hiicre dliimleri fizyolojik sartlarda meydana geldigi icin bu d6liim sekli
fizyolojik hiicre 6liimii (physiological cell death) olarak da adlandirilir.

Apoptotik indeks, apoptotik hiicre sayisinin yasayabilir hiicrelere orani ile
belirlenmektedir. Bunun i¢in 6ncelikle apoptozun hiicrelerde goriiniir hale getirilerek
belirlenmesi gerekir. Bu amagla cesitli morfolojik ve biyokimyasal yontemler
gelistirilmistir (76).

Canlinin bagarili bir organ gelisimini saglayabilmesi embriyonik gelisme sirasinda
gerceklesen hiicre 6liimlerine baglidir. Apoptoz; gelisim, dokularda hiicre populasyonun
korunmas: ve yaslanma gibi homeostatik bir mekanizmanin saglanmasi amaciyla

fizyolojik olarak meydana gelir. Bunun yaninda hiicreler, hastaliklar veya zararli ajanlar
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tarafindan zarar gordiiglinde veya immun reaksiyonlarda koruyucu bir mekanizma
olarak ortaya cikar. Apoptotik hiicreler organizmanin baz1 dokularinda ve hiicrelerinde
siirekli olarak olusmaktadirlar ve bu olusum 6miir boyu devam etmektedir. Boylece
6liim (apoptoz) ve yeniden yapim (mitoz) bu dokularda doku homeostazisini olusturmak

tizere dinamik bir denge halinde siiregelir.

Apoptotik hiicre 6liimiiniin kanser diginda da pek ¢ok durumda potansiyel patojenik rolii
vardir; AIDS ve norodejeneratif hastaliklar da oldugu gibi. Tiimor biiylimesi, yalnizca
kontrol edilemeyen proliferasyon anlamina gelmez ayni1 zamanda azalmis apoptozisi de
icerir. Total biliyiime veya regresyonu degerlendirirken, apoptozis ve proliferasyon

arasindaki denge 6nemlidir (77,78).
2.3.1.1 Apoptozis Olusum Mekanizmalar

Programli hiicre Oliimiinde birbirini izleyen basamaklarin neler oldugu tam olarak
bilinmemektedir. Hiicrenin kendi otomatik saati olan genlerin aktivasyonu veya
cevreden gelen sinyallerle apoptozis baslamaktadir. 1986 yilinda Wyllie, glukokortikoid
verilen kemirgenlerde timus timositlerinin apoptozisle 61diigiinii gostermistir. Apoptozis
onceden hazir olan hiicrelerde (primer) baslatilabilir ya da bir uyaran sonucu sekonder
olarak gelisir. Hiicre dis1 uyaranlar timor nekroz faktorii (TNF), koloni uyaric1 faktorler
(CSF), noron biiylime faktorii (NGF), insiilin benzeri biiylime faktorii (IGF), IL-2 gibi
maddelerin ortamda azalmasi, glukokortikoidler, radyasyon, ilaclar, g¢esitli antijenler

gibi pozitif uyaranlar olabilir.

Ozellikle son zamanlarda otoimmiin hastalik gelisiminde rolii oldugu belirtilen
Fas/FasL, sFas proteinleri, virtisler (HIV gp120 proteini, influenza viriisii TNF reseptorii
tizerinden; adenovirus hiicre genetik yapisint bozarak) hiicreyi apoptozise
gotiirmektedir. Uyarilar, hiicre i¢inde Ca’" artisina neden olmakta ve/veya cAMP gibi
hiicre i¢i ikincil habercileri aktive etmektedir. Bu da “cascade” olarak isimlendirilen ve
tam olarak agiklanamayan “selale” sistemiyle hiicre yapisinda degisikliklere neden olan

pek cok basamagi uyarmaktadir (79).
2.3.1.2.Apoptotik Hiicrede Gozlenen Morfolojik Degisiklikler
1.Yiizey Organellerinin Kaybi

Apoptozise ugrayan hiicrenin komsu hiicrelerle baglantilar kesilir, Hiicre ylizeyindeki
mikrovillusler ve diger hiicrelerle yaptiklar1 6zel baglar ortadan kalkar, hiicre yiizeyi

yuvarlaklagsir (79).
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2. Hiicre Biiziilmesi

Apoptotik hiicre komsu hiicreye gore daha kiiciik ve sitoplazmasi daha yogundur.
Endoplazmik retikulum disinda diger hiicre organelleri yapilarini korur. Sitoplazma
yogunlugu arttif1 icin organeller kalabalik goriiniir. Hiicre zar1 saglam oldugundan

nekrozda oldugu gibi bir inflamatuar reaksiyon gézlenmez (79).
3.Kromatin Yogunlasmasi

Onemli yapisal degisiklik cekirdekten baslayarak izlenir. Cekirdek apoptoziste odak
noktasidir. Hiicreden hiicreye degismekle birlikte genellikle cekirdek biiziisiir. Kromatin
cok yogun bir hale gelir ve pargalar halinde bir araya toplanir. Cekirdek porlari
secilemez. Cekirdek sekli diizensizlesir ve ileri evrede kiiciik c¢ekirdek parcalarina

boliiniir. Cekirdekcik genisler ve graniilleri kaba graniiller halinde dagilir (79).
4. Sitoplazmik Baloncuklar ve Apoptotik Cisimciklerin Olusmasi

Hiicrede once ylizeye dogru tomurcuklanmalar goriiliir. Bunlar sitoplazma parcaciklari
iceren ve siki bigimde paketlenmis organellerden olusan zarla sarili apoptotik cisimlere
dontisiir. Hiicre membran tomurcuklanmasi olurken fosfotidilserin agiga cikar. Saglikli
hiicrelerde plazma membraninin i¢inde bulunan fosfotidilserin apoptotik hiicrelerde
plazma membraninin dis yliziinde bulunur ve fagositik hiicreler icin sinyal gorevi goriir
(79).

2.3.1.3 Apoptozis Saptamasinda Kullanilan Yontemler

1972 yilinda, apoptozis terimi ilk kez kullanildiginda sadece hiicrenin morfolojik
gorliiniimiine gore degerlendirme yapilirken, gliniimiizde morfolojik degerlendirmenin
yanisira apoptozise 0zgii oldugu bilinen bazi enzimlerin (6rn. aktif kaspaz-3 tayini)
molekiiler diizeyde belirlenmesiyle de saptanabilmektedir. Transmisyon elektron
mikroskopi (TEM), apoptozisin morfolojik olarak taninmasi i¢in degerli bir yontemdir.
Bu yontemle apoptotik hiicrede goriillen morfolojik degisiklikler (hiicre biiziilmesi,
plazma ve niikleer membranin pul pul dokiilmesi (blebbing), organellerin yeniden
lokalizasyonu ve sikica paketlenigi, kromatin yogunlasmasi) c¢ok acik olarak

goriilebilmektedir (80).

Hematoksilen ile boyanan preparatlar 151k mikroskobu ile incelenerek hiicrelerin
cekirdek morfolojisine gore apoptozis degerlendirilebilir. Dokular1 boyamak suretiyle
yapilan apoptotik hiicre tayininde, DAPI (4,6-Diamine-2’phenylindoledihydrochloride)
ve Azan boyasi da kullanilabilir. DAPI, 6zellikli olarak DNA’y1 boyar ve mavi floresans
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verir. Tek tek hiicreleri boyadigi i¢in doku incelemelerinde ¢alismay1 sinirlar. Azan ise
klasik bir doku boyasidir. DNA’ya baglanip ¢ekirdegi kirmiziya boyar. Apoptotik
cisimciklerin iclerindeki niikleer materyali ve kromatin yogunlagmasini kismen gérmek

miimkiindiir (80).

Agaroz Jel Elektroforezi DNA kiriklarinin gosterilebildigi bir baska yontemdir. DNA
fragmantasyonunun tespitinde diger bir yol da, ELISA ydntemi ile apoptotik siirec
sonunda, parcalanmig ve sitoplazmaya sizmis mono ya da oligoniikleozomlarin

saptanmasidir (81).

Fragmantasyon esasmna dayanan diger bir apoptozis saptama yoOntemi ise
TUNEL(Terminal deoxynucleotidyl Transferase Biotin - dUTP Nick End Labeling )
yontemidir. Apoptotik hiicrelere ait DNA’lar hizla parcalanmakta olduklarindan,
birdenbire hiicre igerisindeki kromatin ag, biitiinliiglinii kaybeder ve 3’-OH iceren DNA
parcaciklarinin sayisi ¢ok yiikselir. Hiicrede terminal deoxynucleotidyl transferaz (TdT)
enzimi, ortama eklenen biotin dUTP’yi, parcalanmis DNA parcaciklarinin serbest 3’-
OH uglarna transfer eder. Biotin ile isaretlenmis DNA parcaciklari, ortama FITC gibi
floresans veren bir madde ile baglanmis avidin eklendiginde goriinlir hale gelirler.
Apoptotik hiicrelerin lokalizasyonu DNA fragmanlari terminal transferaz UTP belirlenir
ve TUNEL kullanilarak ayrilir. TUNEL basarili bir sekilde apoptozisi diger biyolojik
olanlardan ayirir ve immunoseleksiyon meydana gelir. Bu yontem tek tek hiicrelerde
insitu apoptozisi gosterebildigi icin hiicre kiiltiirlerinde ve doku kesitlerinde olduk¢a

duyarli bir testtir (79,82).

Kaspas-3 aktivite testi ile de apoptozise ugramis hiicreler tespit edilebilir. Normal bir
hiicrede inaktif olan pro-kaspas-3, hiicrenin apoptozise gitmesi ile, aktif kaspas-3
molekiilii haline donlismeye baglar. Yontem, ELISA kuyucuklarinda spesifik antikoru
ile immobilize edilmis kaspas-3 molekiillerinin, floresans veren spesifik substratlari ile

aktivitesinin 6l¢iilmesi esasina dayanir (81).

Apoptozisin bu fizyopatolojik 6zelliklerinden istifade edilerek apoptotik hiicreler tespit
edilebilmektedir. Anneksin-V, hiicrenin dis yiizeyinde ortaya ¢ikan fosfatidilserine
baglanabilen bir protein oldugu igin, hiicre yiizeylerine Anneksin-V baglanma orani, o
hiicre toplulugundaki apoptozise ugramis hiicrelerin oranini vermektedir (100,102).
FITC-Anneksin komplesinin hiicre yiizeyindeki fosfatidilserine baglanma orani

flowcytometry ile 6l¢iilebilmektedir (81,82).
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2.3.1.4 iskelet Kas Dokusundaki Apoptozisin Morfolojik Paternleri

Doku canliliginda ve devamliliginda, enfekte hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda ve
normal fizyolojik ortamin korunmasinda etkin olan apoptozis, iskelet kas dokusunda da
sik saptanan ama halen tam anlamiyla anlagilamamis bir fenomendir. Hiicre 6liimii iki
sekilde meydana gelmekedir; nekrozis veya apoptozis’dir. Hiicre nekrozu hiicresel
homeostaz1 tahrip eden nonfizyolojik durumlarla iligkilidir. Buna karsin apoptozis
diizenlidir ve genlerin bizzat kendisi hiicre yikimma programlanmaktadir. Doku
homeostazinda hiicresel yikimin normal kontrol ig¢inde saglandig1 fonksiyonlar yagam
boyu cesitli faktorler tarafindan belirlenir. Kas nekrozunun erken fazlarinda hiicre
yuvarlanmasi, plazma membraninda fokal kayiplar izlenirken; bazi1 alanlarda
mikrofibriller total olarak ayrilmaktadir. Apoptozise giren hiicrede morfolojik agidan
biiziilme, membran  tomurcuklanmasi, niikkleer = kromozom  yogunlagmasi,
interniikleozomal DNA pargalanmalar1 ve apoptotik kese formasyonu sergiler.
Apoptozise giren hiicrelerin bir apoptotik aktivite markir1 niikleozomlar arasi boliinme

olup, birkag niikleozom uzunlugunda DNA fragmanlarina ayrilir (83,84).

Son caligmalar, mitokondrinin normal hiicresel fonksiyonlar i¢in ATP sentezlemenin
yanisira apoptozisin baglatilmasi ve regiilasyonunda da rol oynadigim1 gostermektedir.
Hiicre igindeki mitokondiriyal Ca™ birikimi ¢ok siki kontrol edilmesi gereken bir
siirectir. Ca’™" ‘un hiicre icinde kontrolsiiz birikimi apoptozisi baslatan Onemli
mekanizmalardan birisidir. Mitokondriden salinan proteaz aktivatorlerinin salinimi
apoptozis i¢in tetikleyici rol oynamaktadir. Membran potansiyel degisikliklerinin
belirleyen mitokondrial sitokrom-c salimimi ve Ca™" disregiilasyonu hiicre apoptozisine

yol agmaktadir (62).

Kas hiicrelerinin birbirinden bagimsiz fenotiplerinde ilerleyici doku degisiklikleri
gozlenebilir. Bu degisikliklerin i¢inde miyofibril serbest bolgelerin formasyonu ile
birlikte diizensizlik ve miyofibrillerin uzaysal disorganizasyonu igermektedir.
Baslangicta bu degisikliler miyonukleus c¢evresinde subsarkolemmal alanda aciga
cikarken daha sonra 2. fazda sarkoplazma dogrultusunda yayilir. Iskelet kas
hiicresindeki tipik apoptotik kromatin degisiklikleri ayn1 sinsisyum i¢inde nonapoptotik,
apoptotik ve nekrotik cekirdeklerin varligi ile goriilebilir. Iskelet kas dokusundaki
apoptozis ile ilgili calismalar potansiyel tanisal ve tedaviye yonelik hedefler olarak

hiicre markirlarinin tanimlanmasinda ¢ok 6nemlidir (85).
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2.3.2. Transmisyon Elektron Mikroskopta Iskelet Kas Dokusundaki Hiicre

Organellerinin incelenmesi

Biyolojik, T1ip ve miihendislik bilimlerinin pek ¢ok dallarinda yaygin sekilde kullanilan
elektron mikroskobu bir¢ok arastirmaci i¢in vazgecilmez bir aragtirma ve uygulama
cihazidir. Elektron mikroskobu ile hiicre i¢i organellerin yapilarini, hiicre igindeki
dagilimimi ve diger organellerle komsulugunu, fonksiyonel iliskilerini, ¢ekirdegin

yapisini membran biitiinliiglinli ya da membrandaki degisiklikleri gormek miimkiindiir.

Elektronlarla doku parcalarinin etkilesimine dayanarak goriintiiniin elde edilmesini
saglayan elektron mikroskobunun gecirgen (Transmisyon) ve taramali (Scanning )
tipleri vardir. Gegirgen elektron mikroskopta (TEM) goriintiileme 151k mikroskobuna
benzerdir ve elektronlarin dokudan gegmesi veya tutunmasina gore tutunmasina gore
siyah-beyaz arasi iki boyutlu goriintii elde edilir. Taramali elektron mikroskobu (SEM)
ise ylizeyden sapan elektronlarin bir detektér yardimi ile toplanmasiyla incelenen
materyalin {i¢ boyutlu olarak topografik goriintiilenmesini saglar. TEM karakteristik
olarak kromatin kisalmasin1 gosterirken SEM tipik olarak memran blebbing’i (

kabariklagsmasi) gostermektedir (85).

2.3.2.1. Lokal Anesteziklere Bagh Iskelet Kas Dokusundaki Histopatolojik

Degisikliklerin Transmisyon Elektron Mikroskopta incelenmesi

Lokal anesteziklerin i.m enjeksiyonu reversbl myonekrozla sonuclanmaktadir. iskelet
kasinda histolojik hasar paterni uniform olarak i.m enjeksiyondan 5 dakika sonra ortaya
cikan kontrakte miyofibriller, SR’de litik dejenerasyon, miyosit 6demi ve 1-2 giin
icerisinde gerceklesen nekroz seklinde Ozetlenebilir. Miyoblast, bazal lamina ve kas

dejenerasyonu ise 3-4 hafta i¢inde tanimlanmistir (39).

Bupivakainin, akut ve fulminan kas yikimimi indiiklemesi ile dejeneratif myonekroz
stirecin Oniine gecilememektedir. Bupivakain enjeksiyonundan sonra, elektron
mikroskopta iskelet kas fiberlerinde siddetli myonekroz goriilmiistiir. Myonekrozun
mekanizmasi, Ca™" reuptakenin inhibisyonuyla sarkoplazmik retikulum fonksiyonunun
bozulmasidir. Intrasitoplazmik Ca™" artisi, sarkolemmal fosfolipid bozulmalara yol agar,
bu kontraktil elementlerde lizisi baglatir. T Tiibiiler sistemin ve lateral terminal
sisternalarda dilatasyon olugur. Bu durumda selliiler destruksiyonda vakouller nadiren
gorilmektedir. Biitlin mitokondrilerin etkilendigi goézlemlenmektedir ve kismen

dagilirlar. Mitokondride elektron spot dansitelerinin goriinmesi asir1 Ca’ birikimini
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gostermektedir (61,86). Igeride karakteristik olarak koyu cekirdek pargalar1 goriiliir.
Buna ek olarak miyonukleus pilenotik, kromatin patolojik olarak koyulasir (1). Kas
dejenerasyonunun erken bulgusu Z bandinin selektif hasar1 elektron mikroskobik ve jel
elektroferezinde gosterilmistir. Iyi korunmus satellit hiicreleri kas sistemindeki hizl
rejenerasyon ve kas lifi diferasyonundan sorumludur. Satellit hiicrelerine ek olarak,
motor sinir uclart lokal anesteziklerin major yikici etkilerinden korunmaktadir. Bu

rejeneratif sire¢ boyunca néromuskuler devamliligin yenilenmesi ile olmaktadir (36,38).

Politi ve ark. (86) yukarida belirtilen histopatolojik bulgulara benzer bulgular: ratlarda
bupivakain ile olusturduklar1 rejenerasyon modelinde gozlemlemislerdir. Birinci giinde
hasarli fiberlerde A, 1 ve Z c¢izgilerini igeren sarkomerlerde degisik seviyelerde
mononiikler hiicrelerle infiltre miyofibril bozulmalari, longitudinal kesitlerde
hiperkontrakte bantlar seklinde ve ayrica endomisyum 6dematdz olarak gozlemislerdir.
Ikinci giinde terminal sisternada birgok kiiciik vakouler yapilara ayrilarak sarkoplazmik
retikulum dilatasyonla ayrilmisti. Makrofajlar, yapist bozulmus nekrotize sarkoplazma
ve i¢i bosalmis sarkolemmal tiipler gibi ortaya cikan fiberleri ortadan kaldirdigini tesbit
ettiler. Plazma membran1 fokal olarak etkilenmeyip, sisen mitokondrinin
subsarkolemmal Ttriinlerinden olan krista matriks ve yogun elektron dens graniillerin
kayb1 ile beraberdi. Segonder lizozomlarla iligkili dejenere lizozamal yapilar genel
olarak whorl cisimcikleri, lipofusin graniilleri ve otofajik vakuler formunda belirmeye
baslamisti. Mononiikleer hiicreler tarafindan ¢izgili kas fiberlerin infiltrasyonu, tiim kas
hasarlarinda ve patolojik durumlarda karakteristik olarak goriinen bir siirectir.
Makrofajlar, hasar goren c¢izgili kas dokusundan salinan kompleman kompenentleri

tarafindan stimiile edilip amorf materyalin uzaklagtiritlmasinda gorev almaktadir.
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3. MATERYAL ve METOD

Bu calisma Erciyes Universitesi Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezi (DEKAM) ve
Cukurova Universitesi Tibbi Bilimler Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezi
(TIBDAM)’nde yapilmistir. Tiim islemler Uluslararasi Hayvan Haklar1 Evrensel
Beyannamesine uygun olarak, Erciyes Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’nun
onayt (Tarith 10.02.2010 No: 10/22) alindiktan sonra veteriner hekim kontroliinde
gerceklestirilmistir. Bu proje Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi

tarafindan desteklenmistir (TSU-10-2956 ).
3.1. DENEYSEL CALISMANIN YAPILISI

Calisma, DEKAM laboratuarlarinda yetistirilen ve agirliklar1 180-200 gram arasinda
degisen disi cins Wistar-Albino tiiri 40 rat kullanmilarak gergeklestirildi. Deney
hayvanlari, her biri 10 rattan olusan, dort gruba ayrildu.

Birinci gruba (Grup SF, n=10); 100pl, %0.9 normal salin

Ikinci gruba (Grup B, n=10) ; 100pl, %0,5 bupivakain,

Ucgiincii gruba (Grup R, n=10);  100ul, %0,5 ropivakain,

Dérdiincii gruba (Grup L, n=10); 100ul, %0,5 levobupivakain, i.m yoldan verildi.

Enjeksiyon i¢in ratlarin sag gastrocnemius kasi kullanildi. Kas elle tesbit edilerek, 27 G
keskin uclu igne aracilig1 ile ¢aligma grubuna gore 100 pL lokal anestezik veya %0.9
normal salin yavasca enjekte edildi. Damar i¢i enjeksiyonu bertaraf etmek i¢in her bir
enjeksiyondan once nazikce aspirasyon uygulandi. B ve L gruplarina enjekte edilen
lokal anestezikler i¢in ticari preparatlar (sirasiyla Marcaine % 0,5 20 ml flakon, Astra
Zeneca, Ingiltere ve Chirocaine % 0,5 10 ml flakon, Abbott, USA) kullanildi. R grubuna

uygulanan lokal anestezik, tilkemizde %0,5 konsantrasyonda satisa sunulmadigi i¢in, %
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1 konsantrasyondaki ticari preparati (Naropin %1 10 ml flakon, Astra Zeneca, Ingiltere)
%0,9 normal salin ile 1:1 oraninda sulandirilarak %0,5 konsatrasyonda elde edildikten

sonra kullanildi.

Enjeksiyonlar1 yapildiktan sonra ratlar, her bir grup i¢in ayrilmis kafeslere konuldu.
Ratlarin bakimi ayni1 odada, 12 saat aydinlik/12 saat karanlik olacak sekilde, ortam 1sis1

ve beslenme rejimleri ayni olmak kaydiyla, optimum yasam kosullarinda saglandi.

Her bir grupta yer alan ratlar, enjeksiyonu takip eden ikinci gliniin sonunda, 8 mg/100 gr
dozunda ketamin (Ketalar 50 mg/ml, Pfizer Inc, New York, USA) anestezisi altinda
servikal dislokasyon uygulanarak sakrifiye edildi. Ratlarin enjeksiyon yapilan

ekstremitesinin cildi disseke edildikten sonra (Resim 1) kiint diseksiyon yontemi ile

gastrokinemus kas1 ayrildi.

Resim 1. Ratlarin enjeksiyon yapilan kaslarinin disseke edilmesi.

Alman kas dokusu oOrnekleri 1s1k mikroskobu incelemesi icin Bouin sivisi,
immunofloresan mikroskop incelemesi i¢in % 10’ luk nétral formalin soliisyonu ve
elektron mikroskobik inceleme i¢in % 5’°lik gluteraldehit igerisine alindi. Doku 6rnekleri
Bouin soliisyonunda 24 saat, % 10’luk nétral formalin igerisinde 48 saat siireyle tespit
edildi. Tespitten sonra doku Ornekleri artan alkol serilerinden gegcirilerek dehidrate
edildi, ksilen ile seffaflastirildiktan sonra 60°C’de eriyik parafinde bir gece bekletildi.

Parafin bloklara yerlestirilen kas dokusu 6rneklerinden 5 mikron kalinliginda kesitler
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alindi. Alinan kesitler, 151k mikroskobunda incelenmek {izere Hematoksilen-Eozin ile
boyandi. Kesitlere ayrica apoptotik aktivasyonun arastirilmasma yonelik, “Millipore

TUNEL apoptozis belirleme kiti” kullanilarak boyandi.
3.2. ISIK MIKROSKOBUNDA INCELEME YONTEMI

Bouin soliisyonunda 24 saat tespit edilen doku 6rnekleri ¢esme suyunda yikandiktan
sonra sirastyla %70, %80, %90, %96, %100 ve %100 konsantrasyonda alkol serisinde
birer gece tutularak dehidrate edildi. Daha sonra doku 6rnekleri ii¢ ayr1 kapta yer alan
ayni konsantrasyondaki ksilen igerisinde birer saat tutularak seffaflastirildi. Kaliplara
yerlestirilen doku 6rnekleri tizerine, bir gece etiivde (60 °C ) bekletilerek sivilastirilmig
parafin eklendi ve oda 1sisinda bekletilerek parafinin katilasmasi saglandi. Boylece
parafine gomiilerek hazirlanan bloklardan mikrotom (Leica RM 2155) kullanilarak 5
mikron kalinliginda kesitler alindi. Hazirlanan doku ornekleri iki kez yirmiser dakika
ksilende bekletildikten sonra sirastyla onar dakika %90, %80 ve %70 konsantrasyonda
alkol serisinden gegirildi. Ornekler 5 dakika distile su icerisinde bekletildikten sonra 8
dakika Hematoksilen ile muamele edildi. Daha sonra ¢esme suyunda yikanaralk asit
alkolden gecirilen dokular 4 dakika eozin ile muamele edildi. Doku 6rnekleri sirasiyla
%70, %380, %90 alkol ve ayni konsantrasyonda ksilen icerisinde onar dakika
bekletilerek doku kesitleri iizerine bir damla entellan damlatilarak lamelle kapatild1 ve

151k mikroskobunda incelenmeye hazir hale getirildi.
3.3. IMMUNOFLORESAN MIiKROSKOPTA INCELEME YONTEMIi

Polilizinli lamlara (Thermo Scientific) alindiktan sonra bir gece 37°C etiivde bekletilen
5 mikron kalinligindaki kesitler ii¢ kez onar ve bir kez 15 dakika ksilende bekletildikten
sonra sirastyla %100, %100, %90, %80 ve %70 konsantrasyonda etanol serisinde beser
dakika bekletildi ve 5 dakika PBS’de yikandi. On muamele i¢in proteinaz-K damlatilan
ornekler 15 dakika bekletildikten sonra ikiser kez 2 dakika distile su ile yikandi.
Endojen peroksidaz1 gidermek i¢in %30’ luk H,O, uygulanan 6rnekler iki kez beser
dakika distile suyla yikandi. Daha sonra sirasiyla Equilibration buffer, TdT enzim,
Stop/wash buffer ve Anti-Digoxigen in Conjugate uygulandiktan sonra zit boyama

islemine tabi tutuldu ve kapatict medium ile kapatildi.
3.4. ELEKTRON MiKROSKOPTA INCELEME YONTEMi

Elektron mikroskobik degerlendirme icin alinan kas doku oOrnekleri Millonig fosfat

tamponu ile hazirlanmis, % 5’lik glutaraldehit solusyonu igerisine konuldu. % 5°lik
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glutaraldehit solusyonunda 1 saat kadar bekletilen doku parcalar1 daha sonra igerisinde
bir miktar % 5’lik glutaraldehit bulunan, dibi dis¢i mumu ile kaplanmis, petri kutularina
alind1 ve jilet yardimiyla yaklasik bir milimetrekiip biiylikliikte pargalara ayrildi. Doku
parcalart daha sonra tekrar 3 saat siireyle % 5’lik glutaraldehit solusyonuna alindi,
boylece bu solusyonda toplam 4 saat tespit edildi. Tespit isleminden sonra, dokular
Millonig fosfat tamponu ile c¢alkalandi ve bir gece boyunca bu solusyonda yikandi.
Ertesi giin dokular Millonig fosfat tamponu ile hazirlanmis % 1°lik osmium tetraoksit
solusyonu ile ikinci kez tespit edildi. ikinci tespitten sonra dokular tekrar Millonig fosfat
tamponu ile iki defa 10’ar dakika siireyle yikandi ve derecesi giderek artan alkol

serilerinden gegirilerek dehidrate edildi (Tablo 2).

Tablo 2. Elektron Mikroskobik Incelemeye Yénelik Doku Takip Yontemi

Soliisyon SURE (dk) Sicaklik (°C)
% 50 Etil Alkol 15 4
% 70 Etil Alkol 15 4
% 86 Etil Alkol 15 4
% 96 Etil Alkol 15 4
% 100 Etil Alkol 10 4
% 100 Etil Alkol 10 4
% 100 Etil Alkol 10 Oda is1sinda
Propilen oksit 15 Oda 1s1sinda
Propilen oksit Oda 1s1sinda

15

Son % 100’liik etil alkol sathasina kadar olan islemler +4 °C ’de buzdolabinda yapildi.

Sonraki iglemler ise oda 1sisinda yapildi. Dehidratasyondan sonra doku pargalart;
1 hacim propilen oksit + 1 hacim gdmme materyali ile 30 dakika
1 hacim propilen oksit + 1 hacim gdbmme materyali ile 30 dakika immerse edildi.

Gomme Materyali :

e Araldit CY 212 20 ml
e  Sertlestirici HY 964 20 ml
e  Hizlandirici DY 064 0.6 ml
e  Plastiklestirici Dibiitil Fitalat 1 ml
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Ertesi giin doku pargalar1 taze hazirlanmis gdmme materyali kullanilarak 00 polietilen
kapsiillere gomiildii ve 60° C etlivde 48 saat siireyle polimerize edildi. Daha sonra, elde
edilen bloklar etiivden c¢ikarilarak sogumaya birakildi. Bloklardan Reichert Ultracut S
ultramikrotomu ile 50 nm kalinliginda kesitler alind1 ve kesitler 200-300 gozenekli bakir
gridlere topland1 ve % 70’lik etil alkolde doymus uranil asetat ve Reynolds’un kursun
sitrat sollisyonlar1 ile boyandi. Boyanan kesitler JEOL-JEM 1400 transmisyon elektron

mikroskobu ile incelendi.
3.5. HASAR SKORLAMA SiSTEMi

Isik Mikroskobunda incelenen doku kesitlerinden mikro fotograflar alindi, “Benoit,
Yagiela ve Ferrell” skorlama sistemi (42) kullanilarak hasara dayali skorlama yapildi

(Tablo 3) ve degerlendirildi.

Tablo 3. Benoit-Yagiela-Ferrell Hasar Skorlama Sistemi

Skor Hasar Durumu

0 fibril hasar1 yok

1 yer yer lokalize ve daginik hasar

2 genis Ol¢iide nekroz

3 kas kitlesinin tamaminda destriiksiyon ve nekroz

3.6. istatistiksel Analiz

Calismanin istatistiksel analizleri “SPSS for Windows 15.0” bilgisayar programi
kullanilarak yapildi. Iskelet kas hasari skorlari ydniinden gruplar arasinda belirgin
farkliliklar Kruskal-Wallis testi ile degerlendirildi. Kruskal-Wallis testinde grup
ortancalarinin farkli bulunmasi lizerine, her bir grup ikiserli olarak Mann-Whitney-u testi

ile karsilagtirildi.
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4. BULGULAR

4.1. SF GRUBUNA AiT BULGULAR
4.1.1. Isik Mikroskobu Bulgular:

% 0.9 normal salin verilen grupta (Grup SF) enjeksiyondan sonraki 2. giinde alinan
cizgili kas dokusu oOrneklerinde, kas fiberlerinde ve onu ¢evreleyen bag dokusu
elementlerinde, histolojik lezyon ya da inflamatuar hiicre infiltrasyonu gézlenmedi
(Resim 2). Benoit-Yagiela-Ferrel skorlama sistemine gére SF Grubunun hasar skoru 0.0

(0.0-0.0) olarak degerlendirildi.

Resim 2. %0,9 normal salin enjeksiyonundan 2 giin sonra alinan iskelet kas1 6rneginin
151k mikroskobunda goriiniimi. (H&E, X20, sag altta kiiclik resim X40) (BD: Bag
Dokusu, C: Cekirdek, KL: Kas Lifi). Hasar Skoru =0.0 (0.0-0.0).
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4.1.2. Immunofloresan Mikroskop Bulgular:

Immunofloresan mikroskopta incelenen SF Grubuna ait kesitlerde apoptozisi yansitan

herhangi bir apoptotik hiicre ¢ekirdegine rastlanmadi (Resim 3).

200 jsmn

Resim 3. %0,9 normal salin enjeksiyonundan 2 giin sonra alinan iskelet kas1 6rneginin
immiinflorasan mikroskopta goriiniimii (TUNEL, X40, Bar 200um) (BD: Bag Dokusu, C:
Cekirdek, KL: Kas Lifi).

4.1.3. Elektron Mikroskop Bulgulari

%0,9 normal salin enjeksiyonu yapilan gruba ait iskelet kasi Orneklerinin elektron
mikroskobik incelenmesinde, kas lifleri (hiicreleri)’nin enine ve boyuna ¢izgilenme
gosteren tipik iskelet kas lifi 6zelliklerini tasidiklari gbzlendi. Uzunlamasina alinan
kesitlerde kas liflerinin distan belirgin bir hiicre zar1 (sarkolemma) ile ortiilii olduklari
izlendi. Sarkolemma distan devamlilik gosteren belirgin bir bazal laminaya sahipti.
Sarkolemmanin miyofibrilllerin A-I bandi kavsaginda kas lifi icerisine dogru invagine
olarak T-tlibiillerini olusturdugu goézlendi. Kas liflerinin subselliiler yapisinda en
belirgin 6zellik olarak, ¢ok sayidaki hiicre cekirdeginin subsarkolemmal alanlarda,
periferik yerlesimleri dikkat ¢ekmekteydi. Kas lifi ¢ekirdekleri, ¢cekirdek zarina yakin
yerlesimli periferal heterokromatin icerigi yaninda 6kromatik alanlara da sahip, hafif

yassilagsmis oval ya da ince uzun bir yapida gozlendi (Resim 4).
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Resim 4. %0,9 normal salin enjeksiyonundan 2 giin sonra alinan iskelet kasi 6rneginin
elektron mikroskopta goriiniimii. Kas lifinde sarkolemma (SL), ¢ekirdek (C) ve
miyofibrillerin (MF) normal yapida olduklar1 goriilmektedir. Mitokondriyonlarin (M)
subsarkolemmal alanlarda ve miyofibrillerin aralarinda yer aldiklar1 izlenmektedir.
Fibroblast (FB), Z bandi (Oklar) (Bar: 0,5mikron).

Kas lifi sitoplazmasinda miyofiblillerin yani sira, ¢ok sayida mitokondriyonun varligi
gozlendi. Mitokondriyonlar subsarkolemmal alanlarda ve miyofibrillerin aralarinda
bulunmaktaydi. Ozellikle kirmizi kas lifi tipinde mitokondriyonlarin ¢ekirdek
periferinde ve subsarkolemmal alanlarda yogun sekilde bulunmalar1 dikkat ¢ekiciydi.
Mitokondriyonlar yaninda kas liflerinde belirgin olan SR tiibiilleri miyofibriller boyunca
yerlesim gostermekteydi. SR tiibiillerinin enine kesitleri miyofibrillere komsu alanlarda,
A-I band1 kavsagi yakininda izlenmekteydi. T tiibiili ile birlikte ¢izgili kasta triad
yapisinin olustugu gozlendi. Az sayida GER sisternalar1 da intermiyofibriler alanlarda

bulunmaktaydi (Resim 5,6).

Resim 5. %0,9 normal salin enjeksiyonundan 2 giin sonra alinan iskelet kasi 6rneginin
elektron mikroskopta goriiniimii. Kas lifi sitoplazmasinda mitokondriyonlarin (M),
sarkoplazmik retikiilim sisternalarmin (SR) ve miyofibrillerin (MF) normal yapida
olduklar1 goriilmektedir. Z bandlan (ok baslar1) (Bar: 1 mikron).
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Resim 6. %0,9 normal salin enjeksiyonundan 2 giin sonra alinan iskelet kasi 6rneginin
elektron mikroskopta goériiniimii. Kas liflerinde sarkolemma (SL), mitokondriyonlar (M),
sarkoplazmik retikiillim (SR) ve miyofibrillerin (MF) normal yapida olduklar
izlenmektedir. Kas lifleri arasinda yer alan kapiller damar duvarinda, endotel (EN)
hiicrelerinin birbirlerine sik1 baglantilar (okbasi) ile bagli olduklar1 gériilmektedir. Kollajen
lifler (KL) , Liimen (L) (Bar: 0,5 mikron).

Ayrica serbest ribozomlar ve az sayida lipid damlaciklar1 da ayirt edildi. Kas liflerinde
subsarkolemmal alanlarda ve intermiyofibriler alanlarda glikojen partikiillerinin varligi
belirgindi. Glikojen partikiillerinin 6zellikle kirmizi kas liflerinde yogun kiimeler
olusturduklart gozlendi. Kas lifleri distan belirgin bir bazal lamina ile sariliydi. Bazal
lamina dig kisminda kollajen lifler ile desteklenmisti. Kas liflerine komsu olarak
yerlesim gosteren ve bazal lamina ile sarili olan satellit hiicrelerine de nadiren rastlandi.
Bunlarin yaninda, kas lifleri ile yakin iligkili olarak, birbirlerine siki baglantilar ile bagli,

devamlilik gosteren endotel hiicreleri ile doseli kapiller damarlara da siklikla rastlandi

(Resim 6,7).
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Resim 7. %0,9 normal salin enjeksiyonundan 2 giin sonra alinan iskelet kas1 6rneginin elektron
mikroskopta goriiniimii. Kas liflerinde sarkolemma (SL), mitokondriyonlar (M) ve
miyofibrillerin (MF) normal yapida olduklar1 goriilmektedir. Lipid damlacigr (Li), Kollajen
lifler (KL) (Bar: 1mikron).

4.2. BUPIVAKAIN GRUBUNA AIiT BULGULAR
4.2.1.Is1k Mikroskobu Bulgular

Bupivakain enjeksiyondan 2 giin sonra alinan doku 6rneklerinde, nekroza ugramis kas
hiicreleri arasinda yaygin inflamasyonun hakim oldugu gozlendi. Yer yer saglam
goriinen kas hiicrelerinin yaninda, miyofibriller arasi yaygin mononiikleer l6kosit
infiltrasyonu, yaygin nekrobiyotik degisiklikler ve dejenerasyon gozlendi (Resim 8—11).
Ayrica, septal bolgelerde genis iltihabi 6dem alanlar1 ve miyositlerde kasilmay1 yansitan

tarzda dalgali goriiniim ayirt edilmekteydi (Resim 9). [Hasar Skoru = 3.0 (2.0-3.0)].
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Resim 8. % 0,5 bupivakain enjeksiyonundan 2 giin sonra alinan iskelet kasi 6rneginin 11k
mikroskobunda goriinimii. (H&E, X20, Bar 200 pm). (N: normal kas lifi, D: dejeneratif alanlar,
I: iltihabi alanlar). Hasar Skoru = 3.0 (2.0-3.0).

Resim 9. % 0,5 bupivakain enjeksiyonundan 2 giin sonra alinan iskelet kasi drneginin 151k
mikroskobunda goriiniimil. (H&E, X20, Bar 200 um). (N: normal kas lifi, D: dejeneratif alanlar,
I: iltihabi alanlar). Hasar Skoru = 3.0 (2.0-3.0).
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Resim 10. % 0,5 bupivakain enjeksiyonundan 2 giin sonra alinan iskelet kasi 6rneginin 151k
mikroskobunda gériniimi. (H&E, X40, Bar 200 pm). (N: normal kas lifi, D: dejeneratif alanlar,
I: iltihabi alanlar). Hasar Skoru = 3.0 (2.0-3.0).

Resim 11. % 0,5 bupivakain enjeksiyonundan 2 giin sonra alinan iskelet kasi 6rneginin 151k
mikroskobunda goriniimi. (H&E, X40, Bar 200 pm). (N: normal kas lifi, D: dejeneratif alanlar,
I: iltihabi alanlar). Hasar Skoru = 3.0 (2.0-3.0).
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4.2.2. Immunofloresan Mikroskop Bulgular:

Immunofloresan mikroskopta incelenen bupivakain grubuna ait kesitlerde birim alanda

2-3 apoptotik hiicre ¢ekirdegine rastlandi (Resim 12).

Resim 12. % 0,5 bupivakain enjeksiyonundan 2 giin sonra alinan iskelet kasi 6rneginin
immiinflorasan mikroskopta gériiniimii (TUNEL, X20, Bar 200um). (N: Normal kas lifi, 1:
[ltihabi Alanlar, Oklar: Apoptotik hiicrelerin ¢ekirdekleri )

4.2.3. Elektron Mikroskop Bulgulari

%0,5 bupivakain enjeksiyonu yapilan gruba ait iskelet kasi Orneklerinin elektron
mikroskobik incelenmesinde, bazi kas liflerinin nispeten normal yapilarini koruduklari
gozlenmekle birlikte, kas liflerinin ¢ogunlugunda mitokondriyonlarda genisleme,
mitokondriyon i¢ membranlarinda parcalanma ve membrandz whorl olusumlarina

siklikla rastlandi (Resim 13—15).
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Resim 13. % 0,5 bupivakain enjeksiyonundan 2 giin sonra alinan iskelet kas1 6rneginin elektron
mikroskopta goriiniimii. Kas lifinde mitokondriyonlarda (M) genisleme ve i¢c membranlarinda
parcalanma ile sarkoplazmik retikiiliim sisternalarinda (SR) genisleme goriilmektedir. Miyofibril
(MF), Sarkolemma (SL) (Bar: 0,5 um).

Resim 14. % 0,5 bupivakain enjeksiyonundan 2 giin sonra alinan iskelet kas1 6rneginin elektron
mikroskopta goriiniimii. Kas lifinde subsarkolemmal alanlarda mitokondriyonlarda (M)
genisleme, i¢ membranlarinda pargalanma ve membrandz whorl (oklar) yapilarinin varlhig
dikkati ¢ekmektedir. Ayrica intrasitoplazmik O6dem alanlarimi temsil eden bosluklar
goriilmektedir. (KAP: Kapiller damar, EN: Endotel hiicresi, C: Cekirdek, MF: Miyofibril, SL:
Sarkolemma) (Bar: 0,5 um).
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Resim 15. % 0,5 bupivakain enjeksiyonundan 2 giin sonra alinan iskelet kas1 rneginin elektron
mikroskopta goriniimii. Kas liflerinde ¢ekirdekte (C) heterokromatin artisi, mitokondriyonlarda
(M) yaygin halde genisleme ve i¢ membranlarinda pargalanma gézlenmektedir. (MF: Miyofibril,
SL: Sarkolemma, KAP: Kapiller damar) (Bar 1 um).

Ayrica sarkoplazmik retikiiliim sisternalarininin genisledigi ve vakouler bir goriinlim
aldig1 dikkati cekmekteydi. Subsarkolemmal alanlarda dejenere olan organel topluluklar
ve hiicresel 6demi temsil eden genis bosluklar izlendi (Resim 16). Ileri derecede
dejenerasyona ugrayan kas liflerinde ¢ekirdegin piknotik hale donistigi ve

miyofibrillerin tipik goriiniimlerini kaybettikleri gdzlendi (Resim 17).

Resim 16. % 0,5 bupivakain enjeksiyonundan 2 giin sonra alinan iskelet kasi 6rneginin elektron
mikroskopta goriiniimii. Sol kisimda yer alan kas lifinde normal yapinin korunmasina ragmen
(NKL), sag tarafta bulunan kas lifinde miyofibriler (MF) organizasyonun bozuldugu (*), hiicre
organellerinin dejenerasyona ugradigi gozlenmektedir. Kas lifleri arasinda kapiller damar (KAP)
yapist izlenmektedir (Bar: 2 um).
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Resim 17. % 0,5 bupivakain enjeksiyonundan 2 giin sonra alinan iskelet kas1 6rneginin elektron

mikroskopta goriiniimii. Dejenerasyonun belirgin oldugu kas lifinde miyofibriler (MF)
organizasyonun bozuldugu, hiicre organellerinin dejenerasyona ugradigi, mitokondriyonlarin
elektron dens hale donistiikleri (oklar) gozlenmektedir. Sarkoplazma igerisinde intrasitoplazmik
O6dem alanlarin1 temsil eden bosluklar (*) gorilmektedir. (SL: Sarkolemma, NL: Notrofil
lokosit) (Bar 2 pm).

Miyofibrillerde A-I bandlarinin  kayboldugu, miyofilamanlarin homojen olarak
sitoplazmada bir arada bulunduklari, bazi1 liflerde miyofilamanlarin ileri derecede
dejenere olmalar1 nedeniyle dagilim ve diizenlenmelerinin bozuldugu izlenmekteydi. Bu
tip liflere komsu alanlarda ¢ok sayida makrofajin varlig1 da ilgi ¢ekiciydi. Makrofajlarin
yani sira notrofil 16kositlere de siklikla rastlandi. Makrofajlarin dejenere kas lifleriyle
olan yakin iliskisi belirgindi. Makrofajlarin ¢ogunlugunda sitoplazmada pek cok
fagozomun varlig ayirt edilmekteydi (Resim 17-19).
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Resim 18. % 0,5 bupivakain enjeksiyonundan 2 giin sonra alinan iskelet kas1 6rneginin elektron
mikroskopta goriiniimii. Ileri derecede dejenere kas liflerinde gekirdegin (C) piknotik hale
geldigi, miyofibriler (MF) organizasyonun bozuldugu (*), hiicre organellerinin dejenerasyona
ugradigi, mitokondriyonlarin elektron dens hale doniistiikleri (oklar) gézlenmektedir. Ayrica
sarkoplazma igerisinde intrasitoplazmik 6dem alanlarim1 temsil eden bosluklar  (+)
goriilmektedir. Makrofajlarin (MP) dejenerasyona giden kas lifleriyle yakin iligkileri ayirt
edilmektedir. (SL: Sarkolemma, NL: Nétrofil 16kosit) (Bar 2 um).

Resim 19. % 0,5 bupivakain enjeksiyonundan 2 giin sonra alinan iskelet kasi 6rneginin elektron
mikroskopta goriiniimii. Dejenere kas lifinde miyofibriler (MF) organizasyonun bozuldugu (*),
hiicre organellerinin dejenerasyona ugradigi goriilmektedir (oklar). Sarkoplazma igerisinde
intrasitoplazmik 6dem alanlarim temsil eden bosluklar (+) goriilmektedir. Makrofajlarm (MP)
kas lifleriyle yakin iligkileri gozlenmektedir. (SL: Sarkolemma) (Bar 2 pum).
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4.3. ROPiVAKAIN GRUBUNA AiT BULGULAR
4.3.1. Isik Mikroskobu Bulgular:

Ropivakain enjeksiyondan 2 giin sonra alinan doku oOrneklerinde, yer yer saglam
goriinen kas lifleri arasinda, miyosit yapisinin tamamen kayboldugu dejenerasyon

bolgeleri ve 16kosit infiltrasyonu gozlendi (Resim 20- 23). [Hasar Skoru = 2.0 (2.0-3.0)]

200 pm

Resim 20. % 0,5 ropivakain enjeksiyonundan 2 giin sonra alman iskelet kasi orneginin 151k
mikroskobunda goriiniimil. (H&E, X20, Bar 200 um). (N: normal kas lifi, D: dejeneratif alanlar,
I: iltihabi alanlar). Hasar Skoru = 2.0 (2.0-3.0).

Resim 21. % 0,5 ropivakain enjeksiyonundan 2 giin sonra alian iskelet kas1 drneginin 151k
mikroskobunda goriniimi. (H&E, X20, Bar 200 pm). (N: normal kas lifi, D: dejeneratif alanlar,
I: iltihabi alanlar, O: Odem). Hasar Skoru = 2.0 (2.0-3.0).
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Resim 22. % 0,5 ropivakain enjeksiyonundan 2 giin sonra alman iskelet kas1 orneginin 151k
mikroskobunda goriiniimii. (H&E, X40, Bar 200 pm). (N: normal kas lifi, D: dejeneratif alanlar,
I: iltihabi alanlar ) Hasar Skoru = 2.0 (2.0-3.0).

Resim 23. % 0,5 ropivakain enjeksiyonundan 2 giin sonra alman iskelet kasi orneginin 151k
mikroskobunda goriiniimii. (H&E, X40, Bar 200 pm). (N: normal kas lifi, D: dejeneratif alanlar,
I: iltihabi alanlar) Hasar Skoru = 2.0 (2.0-3.0).
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4.3.2. Immunofloresan Mikroskop Bulgular:

Immunofloresan mikroskopta incelenen ropivakain grubuna ait kesitlerde parlak

apoptotik hiicre kalintilarina rastlanmadi (Resim 24).

Resim 24. % 0,5 ropivakain enjeksiyonundan 2 giin sonra alinan iskelet kasi Orneginin
immiinfloresan mikroskopta goriiniimii (TUNEL, X40, Bar 200um) (N: Normal kas lifi, BD:
Bag Dokusu, KD: Kan damari).

4.3.4. Elektron Mikroskop Bulgulari

%0,5 ropivakain enjeksiyonu yapilan gruba ait iskelet kasi Orneklerinin elektron
mikroskobik incelenmesinde, kas liflerinin ¢ogunlugunda hiicre c¢ekirdeklerinin ve

miyofibrillerin genellikle normal yapilarin1 koruduklari belirlendi (Resim 26- 29).

Bununla birlikte, mitokondriyonlarda genisleme, i¢ membranlarinda kismi veya
tamamen parcalanma, bazi alanlarda membran6z whorl olusumu ile SR sisternalarinda
hafif genislemeler kas liflerinde gozlenen ortak bulgulardi. Ayrica, baz1 kas liflerinde
subsarkolemmal alanlarda, mitokondriyonlarda gozlenen yapisal degisikliklerin daha da

belirgin olduklar1 goriildii (Resim 25-29).
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Resim 25. % 0,5 ropivakain enjeksiyonundan 2 giin sonra alinan iskelet kas1 rneginin elektron
mikroskopta gériiniimii. Kas lifinde mitokondriyonlarda (M) genisleme ve i¢ membranlarinda
pargalanma izlenmektedir. (MF: Miyofibril, SL: Sarkolemma, KAP: Kapiller damar), (Bar 1

um).

Resim 26. % 0,5 ropivakain enjeksiyonundan 2 giin sonra alinan iskelet kasi 6rneginin elektron
mikroskopta goriiniimii. Kas lifinde mitokondriyonlarin (M) bazilarinda genisleme ve ig
membranlarinda pargalanma dikkati ¢ekmektedir. Cekirdek (C) ve miyofibril (MF) yapisinin
normal oldugu ayirt edilmektedir. Miyofibril (MF), Sarkolemma (SL), Kapiller damar (KAP),
Eritrosit (E) (Bar:0,5 um).
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Resim 27. % 0,5 ropivakain enjeksiyonundan 2 giin sonra alinan iskelet kas1 rneginin elektron
mikroskopta goriinlimii. Kas lifinde subsarkolemmal ve intermiyofibriler alanlarda
mitokondriyonlarda (M) genisleme ve i¢ membranlarinda pargcalanma ve membranéz whorl
(MY) yapilarinin varligr dikkati ¢cekmektedir. Bununla birlikte, ¢cekirdek (C) ve miyofibril (MF)
yapisinin normal oldugu goriilmektedir. Sarkolemma (SL), Kapiller damar (KAP) (Bar:0,5 um).

Bunlarin diginda, kas sinir kavsaginda akson terminali igerisinde yer alan
mitokondriyonlarin ileri derecede genisledigi ve i¢ membranlarinin parcalanarak

vakuoler bir goriiniim aldiklar1 gozlendi (Resim 28)

Resim 28. % 0,5 ropivakain enjeksiyonundan 2 giin sonra alinan iskelet kasi rneginin elektron
mikroskopta goriinlimii. Kas lifinde normal yapinin korundugu izlenmektedir. Bununla birlikte
kas sinir kavsagini olusturan akson terminalinde (AT) mitokondriyonlarda (M) asir1 genigleme
ve i¢ membranlarinda pargalanma dikkati ¢ekmektedir. Miyofibril (MF), Sarkolemma (SL),
Schwann hiicresi (SH), Cekirdek (C), sinaptik vezikiil (SV), subnoéral katlantilar (Oklar)
(Bar:0,5 pm).
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Resim 29. % 0,5 ropivakain enjeksiyonundan 2 giin sonra alinan iskelet kas1 rneginin elektron
mikroskopta goriiniimii. Kas lifinde subsarkolemmal ve intermiyofibriler alanlarda yer alan
mitokondriyonlarda (M) genisleme ve i¢ membranlarinda par¢alanmalar dikkati ¢ekmektedir.
Ancak miyofibril (MF) yapisinin normal oldugu goriilmektedir. Sarkolemma (SL), Kapiller
damar (KAP) (Bar:0,5 um).

4.4. LEVOBUPIVAKIAN GRUBUNA AiT BUGULAR
4.4.1. Isik Mikroskobu Bulgular:

Levobupivakain enjeksiyondan 2 giin sonra alinan doku 6rneklerinde, nekroza ugramis
kas hiicreleri arasinda yer yer saglam goriinen kas lifleri, yaygin iltihabi hiicreler ve
odem alanlar1 gdzlendi. Iltihabi hiicrelerin yogun oldugu bélgelerde dejenerasyona

ugramis kas lifleri izlenmekteydi (Resim 30-33) [Hasar Skoru = 1.0 (1.0-1.0)].
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Resim 30. % 0,5 levobupivakain enjeksiyonundan 2 giin sonra alinan iskelet kasi 6rneginin 151k
mikroskobunda gérinimi. (H&E. X20 Bar 200 pm) (N: normal kas lifi, D: dejeneratif alanlar,
I: iltihabi alanlar) Hasar Skoru = 1.0 (1.0-1.0).

Resim 31. % 0.5 levobupivakain enjeksiyonundan 2 giin sonra alinan iskelet kasi érneginin 151k
mikroskobunda goriiniimii. (H&E. X20 Bar 200 pm) (N: normal kas lifi, KD: Kan Damari, I:
iltihabi alanlar) Hasar Skoru = 1.0 (1.0-1.0).
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Resim 32. % 0.5 levobupivakain enjeksiyonundan 2 giin sonra alinan iskelet kasi drneginin 151k
mikroskobunda goriiniimii. (H&E, X40, Bar 200 um)) (N: normal kas lifi, BD: Bag Dokusu, I:
iltihabi alanlar) Hasar Skoru = 1.0 (1.0-1.0).

S0 i

Resim 33. % 0,5 levobupivakain enjeksiyonundan 2 giin sonra alinan iskelet kasi drneginin 151k
mikroskobunda goriiniimii (H&E, X40, Bar 200 um) (N: normal kas lifi, KD: Kan Damari, D:
dejeneratif alanlar, I: iltihabi alanlar) Hasar Skoru = 1.0 (1.0-1.0).
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4.4.2.Immunofloresan Mikroskop Bulgular:

Immunofloresan mikroskopta incelenen levobupivakain grubuna ait kesitlerde

apoptozisi yansitan herhangi bir apoptotik hiicre ¢ekirdegine rastlanmadi (Resim 34 ).

Resim 34. % 0,5 levobupivakain enjeksiyonundan 2 giin sonra alinan iskelet kasi 6rneginin
immiinfloresan mikroskopta goriintimii (TUNEL, X40, Bar 200pum). (N: Normal kas lifi)

4.4.3. Elektron Mikroskop Bulgulari

%0,5 levobupivakain enjeksiyonu yapilan gruba ait iskelet kasi drneklerinin elektron
mikroskobik incelenmesinde, kas liflerinin ¢ogunlugunda normal yapiin korundugu
gozlenmekteydi. Bununla birlikte kas liflerinin bazilarinda mitokondriyonlarda
genisleme, i¢ membranlarinda kismi veya tamamen parcalanma, bazi alanlarda

membrandz whor/ olusumlarina rastlandi (Resim 35).
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Resim 35. % 0,5 levobupivakain enjeksiyonundan 2 giin sonra alinan iskelet kas1 6rneginin
elektron mikroskopta goriiniimii. Kas lifinde intermiyofibriler alanlarda yer alan bazi
mitokondriyonlarda (M) genisleme ve i¢ membranlarinda pargalanma ve ayrica membrandz
whorl (MY) yapilarinin varhigi dikkati ¢cekmektedir. Bununla birlikte miyofibril (MF) yapinin
normal oldugu goriilmektedir. Sarkolemma (SL). (Bar 0,5 um).

Kas liflerinin ¢ogunlugunda, sarkolemma, ¢ekirdek ve miyofibrillerde subselliiler
yapinin SF grubuna benzerlik gosterdigi dikkati ¢ekmekteydi. Kas lifleri arasinda yer
alan endomisyuma ait bag dokusu ve kapiller damar yapilart normal olarak

degerlendirildi (Resim 36-37).

Resim 36. % 0,5 levobupivakain enjeksiyonundan 2 giin sonra alinan iskelet kasi 6rneginin
elektron mikroskopta goriinlimii. Kas lifinde her nekadar subsarkolemmal alanlarda bazi
mitokondriyonlarda (M) hafif genislemeler izlenmekteyse de ¢ekirdek (C) ve miyofibriler (MF)
yapinin normal oldugu gézlenmektedir. Satellit hiicre (SA), Sarkolemma (SL). (Bar 0,5 pm).

59



Resim 37. % 0,5 levobupivakain enjeksiyonundan 2 giin sonra alinan iskelet kasi drneginin
elektron mikroskopta goriintimii. Kas lifinde hiicre organelleri ve miyofibriler (MF) yapimin
normal oldugu goriilmektedir. Z bandlar1 (Oklar). (Bar 0,5 pm).

Grup B, Grup R ve GrupL’de, 2. giinde alinan biitiin kas dokusu 6rneklerinde, damar ve

sinir yapilarinin histopatolojik olarak etkilenmedigi gézlendi.

Gruplarin 2. giinde gozlenen kas hasar skorlar1 [Med (min-max)] Tablo 4’de

gosterilmistir.

Tablo 4. Gruplarin 2. giinde kas hasar skorlar1 [Med (min-max)]

Gruplar Kas Hasar Skoru
SF 0.0 (0.0-0.0)
3.0 (2.0-3.0)
R 2.0 (2.0-3.0)
1.0 (1.0-1.0)
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Gruplarin “Kruskal — Wallis Test” sonuglar1 Tablo 5°de, ortancalari farkli bulunan

gruplarin Mann-Whitney-u testi sonuclar1 Tablo 6’da gosterilmistir.

Tablo 5. Gruplarin “Kruskal — Wallis Test” sonuglar™

Kruskal-Wallis Test

Giinler n H p

2. gin 40 30 0.000%**

* Isik mikroskobu goriintiilerinden elde edilen skorlara gore.

** p<(.05 anlamlilik derecesine gore.

Tablo 6. Gruplarin “Mann Whitney - u Test” Sonuglari

Karsilastirilan Gruplar u p
SF-B 0.00 0.000027*
SF-R 0.00 0.000038*
SF- L 0.00 0.000013*
B-R 25 0.028*
B- L 0.00 0.000027*
R-L 0.00 0.000034*

* p<0.05 anlamlilik derecesine gore.
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5. TARTISMA

Lokal anestezikler, santral ve periferik sinir bloklarindan infiltrasyon anestezisine, agri
tedavisinden, rehabilitasyon islemlerinin kolaylastirilmasi amaciyla uygulanan sinir
bloklarina kadar bir ¢ok amacla klinik pratikte yaygin olarak kullanilan ajanlardir
(1,2,33,59,87). Lokal anestezik ajanlarin istemli ya da istemsiz olarak im enjeksiyonu,
bu islemler esnasinda olduk¢a sik karsilagilan bir durumdur (1-5,29-32,88). Lokal
anesteziklere bagl iskelet kas dokusundaki histopatolojik degisikler ilk kez 1959 yilinda
Brun tarafindan tanimlanmistir (1). Bu tarihten giinlimiize kadar lokal anestezik
ajanlarin miyotoksik etkileri, bircok deneysel ve klinik ¢alisma yapilarak arastirilmis
(89,90) ve biitiin lokal anesteziklerin klinikte kullanilan konsantrasyonlarda ilaca ve
doza bagl olarak, degisik derecelerde miyotoksik etkiye sahip olduklar1 bulunmustur
(1,5,91). Son yillarda lokal anestezik enjeksiyonunu takiben gelisen miyonekroz ve buna
baglh ciddi kas fonksiyon bozukluklar1 giderek artan sayida rapor edilmektedir (1—
4,33,88).

Bupivakain, bilinen en yiiksek kardiyotoksik, norotoksik ve miyotoksik etki
potansiyeline sahip ajan olmakla birlikte, etki potensinin yiiksek olmasi ve etki siiresinin
uzun olmasi nedeniyle klinikte yaygin olarak kullanilan lokal anestezik ajandir
(5,7,9,24,59). Ropivakain, yine klinik uygulamalarda yaygin olarak kullanilan ve
bupivakainden daha az miyotoksik oldugu dnceki arastirmalarda (1,9,12,33) bildirilmis
olan lokal anestezik ajandir. Levobupivakain, bupivakainin piir S(-) enantiomeridir ve
rasemik bupivakainin kardiyotoksik etkilerinin daha ¢ok R(+) izomeri ile ilgili
oldugunun gdsterilmesi sonucunda, daha az kardiyotoksik bir ajan elde etmek amaciyla
gelistirilmistir (7,8,10). Levobupivakainin miyotoksik etkilerini arastiran halihazirdaki

tek caligma, Efesoy ve Yildiz (12) tarafindan klinigimizde yapilmis olan heniiz
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yaymlanmamis tez c¢aligmasidir. S6z konusu arastirmada (12) miyotoksik etkileri
yoniinden bupivakain, ropivakain ve levobupivakain sadece 151k mikroskobu goriintiileri
yoniinden karsilastirilmis ve levobupivakainin diger iki ajandan daha az miyotoksik
oldugu gosterilmistir. Zink ve ark. (9,33) lokal anesteziklerin miyotoksik etkilerini
arastirdiklar iki farkli calismalarinda, kas dokusu Orneklerinin karsilagtirilmasini 11k
mikroskobunda elde ettikleri goriintiileri skorlayarak yapmislardir. Amaniti ve ark. (6)
da yine benzer sekilde miyotoksik etkileri yoniinden lokal anestezikleri karsilastirmak
amaciyla 151k mikroskobu goriintiilerini kullanmiglardir. S6zii edilen bu {i¢ ¢alismada
(6,9,33), bupivakain ve ropivakainin miyotoksik etkileri incelenmis ve kas hasarinin
yogun olarak gozlendigi secilmis kesitler ayrica elektron mikroskop kullanilarak
subselliiler diizeyde degerlendirilmistir. Levobupivakainin miyotoksik etkilerini
subselliiler diizeyde arastiran bir calisma ise heniiz yayinlanmamistir. Calismamizda
Levobupivakain, bupivakain ve ropivakainin miyotoksik etkilerini, 151k mikroskobu
goriintlilerinin yani sira transmisyon elektron mikroskop (TEM) goriintiilerini de esas

alarak karsilastirmay1 amagladik.

Lokal anestezik sitotoksisitesinin mekanizmasi hentiz aciklik kazanmamustir (92). Hiicre
Olimiiniin programlanmis, fizyolojik bir sekli olarak tanimlanan apoptozis, lokal
anestezik sitotoksisitesinde rol oynayan Onemli bir proses olarak kabul edilmektedir
(89,92). Bupivakain ve ropivakainin iskelet kasi iizerine apoptotik etkilerini arastiran
caligmalar (6,33,64) bulunmakla birlikte, levobupivakainin apoptotik aktivitesini
arastiran bir ¢alismaya heniiz rastlanmamistir. Calismamizda bupivakain, ropivakain ve
levobupivakainin ¢izgili kasta neden olduklari ultrastriiktiirel degisikliklerin yani sira

apoptotik degisiklikleri de aragtirmay1 amagladik.

Doku veya hiicrelerde apoptotik aktivitenin varligi, elektron mikroskopta c¢ekirdek
morfolojisi ve membran degisikliklerinin gosterilmesi, Agaroz jel elektroforezi, ELISA,
TUNEL gibi birgok yontemle gosterilebilmektedir (93). Doku kesitlerinde apoptozisin
degerlendirilmesinde standart yontem olarak kabul edilen TUNEL yonteminde
preapoptotik hiicrelerin de boyanmasi yontemin duyarliligini arttirmaktadir (82). Lokal
anesteziklerin miyotoksik etkilerinin arastirildigi bir¢ok calismada (5,6,9,33), apoptotik
aktivitenin belirlenmesinde TUNEL yontemi tercih edilmektedir. Calismamizda
apoptotik aktivitenin arastirilmasinda c¢alisma materyalimiz olan doku kesitlerinde

oldukc¢a duyarli bir yontem olan TUNEL yontemini kullanmay1 uygun bulduk.
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Rasmusse ve ark.(94) insan iskelet kasindaki biyoenerji (6zelikle ATP) sentezi ve reaktif
oksijen trlinleri ile detoksifikasyon mekanizmalarinin kemirgenlerle benzer
olabilecegini bildirmislerdir. Klinik pratikte, cerrahi alana intraoperatif infiltrasyon,
periferik sinir bloklar1 ve ayaktan hastalarda agr1 tedavisi gibi islemlerde, lokal anestezik
ajanlarin tek doz enjeksiyonu sik kullanilan yontemdir (1,2,87). Bu nedenlerle,

calismamizda ratlarda tek doz im enjeksiyon teknigini kullanmay1 uygun bulduk.

Onceki arastirmalarda (1,5,6), kas dokusunda, miyotoksik ajana maruz kaldiktan 2448
saat sonra rejenerasyonun basladigi ve rejenerasyonun basladigin1 gdsteren fagositik
hiicre saldirisina kadar dokunun destriiksiyon durumunda kaldigi bildirilmektedir.
Amaniti ve ark. (6), iki farkli konsantrasyon kullanarak, ratlarda ropivakainin
miyotoksik etkilerini inceledikleri aragtirmalarinda, enjeksiyondan sonraki ikinci giinde,
fiberlerde dejenerasyon, nekroz, nekrotik alanlarda fagositik hiicre infiltrasyonu ve
fagositler arasinda etkilenmemis fiberler seklinde nekrobiyotik degisikliklerin tam bir
spektrumunu gozlediklerini bildirmektedirler. Efesoy ve Yildiz (12), bupivakain,
ropivakain ve levobupivakainin miyotoksik etkilerini karsilastirdiklar1 ¢alismalarinda
kas dokusu orneklerini 2., 10. ve 20. giinlerde almislar ve her {i¢ ajan i¢in de en yiiksek
derecedeki miyotoksik hasar1 2. giinde go6zlemislerdir. Horiguchi ve ark. (36),
bupivakainin miyotoksik etkilerini ve rejenerasyon siirecini arastirdiklar1 ¢caligsmalarinda,
bupivakain enjeksiyonundan 48 saat sonra miyonekrozun maksimum seviyede
gozlendigini  bildirmektedirler. Calismamizda kas dokusu oOrneklerini, Onceki
caligmalarin (6,12,36) sonuclarin1 esas alarak ve hayvan calismalar1 etik kurallarini

gozeterek, sadece maksimum hasarin gézlendigi ikinci glinde almay1 yeterli bulduk.

Lokal anesteziklerin uygulanmasindan sonra iskelet kas dokusunda goriilen degisiklikler
uniform ve nonspesifiktir (1,9,12). Lokal anestezik ajanlara bagh olarak ortaya ¢ikan bu
hasar altta yatan mekanizma agik olmamakla beraber, travmatik injiiri ve basing hasarini
da iceren bir¢ok injiiri ¢esidinde ortaya ¢ikabilir (1,5,9). Calismamizda tiim lokal
anestezikler ve  %0.9 SF, oOnceki calismalarda (5,6,12) yeterince arastirilmig ve
travmatik hasara neden olmadigi belirlenmis olan 27 G keskin uglu igne aracilig ile

yine basing hasarina neden olmadigi belirlenen 100uL voliim igerisinde verildi.

Amaniti ve ark. (6) ropivakainin iki farkli konsantrasyonunun neden oldugu miyotoksik
etkileri karsilagtirdiklar1 ¢alismalarinda rat ¢izgili kas dokusu 6rneklerini 2., 7. ve 10.
giinlerde almislardir. ikinci giinde alinan kas dokusu &rneklerinin 151k mikroskobunda

incelenmesinde fiberlerde dejenerasyon, hasarli alanlarda fagositik hiicre infiltrasyonu
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ve nekrotik fiberler arasinda kismen intakt goriinen fiberler gézlemiglerdir. Zink ve ark.
(9) domuzlarda yaptiklar1 caligmalarinda bir femoral kateter yardimiyla inflizyon
seklinde bupivakain ve ropivakain uygulamislar ve uygulamadan sonra aldiklar1 ¢izgili
kas dokusu Orneklerinde fiber vakuolizasyonu, intraselliiler yapilarin total
disintegrasyonu ve miyonekroz seklinde tarif edilen doku hasar1 gozlemislerdir. Foster
ve ark. (5), ratlarda yaptiklar1 aragtirmalarinda bupivakainle birlikte bircok lokal
anestezik ajanin miyotoksik etkilerini incelemisler ve erken donemde gozledikleri kas
hasarini, her bir lokal anestezik i¢in farkli derecelerde olmak iizere, fiber dejenerasyonu,
hasarlanmis fiberlerde fragmentasyon, fagositik hiicre infiltrasyonu ve yer yer
rejenerasyon alanlari olarak tanimlamislardir. Efesoy ve Yildiz (12) ise ratlarda
yaptiklar1 ¢caligmalarinda 2. giin alinan kas dokusu 6rneklerinde yer yer saglam goriinen
kas lifleri arasinda, miyosit yapisinin tamamen kayboldugu dejenerasyon bolgeleri ve
16kosit infiltrasyonu gozlediklerini bildirmislerdir. Bununla birlikte, kas dokusu
hasarmin en fazla bupivakain verilen grupta, en az levobupivakain verilen grupta
gozlendigini kaydetmislerdir. Calismamizda enjeksiyondan sonraki ikinci giinde alinan
kas dokusu Orneklerinin 151k mikroskobunda incelenmesinde; onceki arastirmacilarin
bulgularina benzer sekilde, saglam goriinen kas hiicrelerinin yaninda, miyofibriller arasi
yaygin mononiikleer lokosit infiltrasyonu, yaygin nekrobiyotik degisiklikler ve
dejenerasyon ayrica septal bolgelerde genis iltihabi 6dem alanlar1 gozlendi. Kas dokusu
hasar skoru, bupivakain verilen grupta en yiiksek [3.0 (2.0-3.0)], ropivakain verilen
grupta bupivakainden daha diisiik [2.0 (2.0-3.0)] ve levobupivakain verilen grupta en
diisiik [1.0 (1.0-1.0)] olarak belirlendi. Isik mikroskobu incelemesinden elde ettigimiz
bulgular, her ii¢ lokal anestezik ajanin neden oldugu iskelet kas dokusu hasarinin
kalitatif olarak benzer oldugunu, bununla birlikte kantitatif olarak bupivakainin diger iki
ajandan da anlamli derecede fazla kas hasarina neden oldugunu gdstermektedir
(p<0.05). Ayrica ropivakain verilen gruptaki kas hasar1 levobupivakain verilen
gruptakinden anlamli derecede fazlaydi (p<0.05). Isik mikroskobu bulgularimiz 6nceki
arastirmacilarin (5,6,9,12) bulgulariyla benzer sekilde levobupivakainin, kalitatif olarak
diger lokal anesteziklerle ayni 6zellikte (uniform ve nonspesifik) olmak kaydiyla, hem
bupivakain hem de ropivakainden daha az miyotoksik etkiye neden oldugunu

gostermektedir.

Apoptozis fizyolojik hiicre 6liimiiniin en yaygin formudur. Apoptozis, nekrozun aksine

hiicrenin kendisi tarafindan baslatilir ve regiile edilir. Apoptotik siireg, stres faktdrleri,
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1s1, hipoksi, iyonize radyasyon ve kimyasallarin etkisiyle ekstraselliiler olarak
baslatilabilir ve bir intraselliiler sinyal kaskadinin aktivasyonu ile hiicre dliimiine yol
acabilir (95). Lokal anesteziklerin apoptotik aktivite ilizerine etkilerini inceleyen birgok
calisma yapilmistir (52,84,89,92,96). Sozii edilen bu ¢alismalarda, lokal anesteziklerin
noral doku ve ¢izgili kas dokusunun yani sira, renal hiicreler (96), kondrositler (97) ve
korneal endotel hiicreleri (95) gibi bir ¢ok hiicrede apoptotik degisikliklere neden

oldugu gosterilmistir.

Lokal anesteziklerin indiikledigi apoptoziste, hiicre membraninda blebbing, kromatin
yogunlagmasi, nukleer parcalanma ve hiicre fragmanlariin ayrigmasi ile karekterize
morfolojik ve biyokimyasal degisiklikler gdzlenmektedir (83). Kim ve ark. (84) insan
noroblastoma hiicrelerinde hidrofobik kimyasal yapisindan dolay1 gii¢lii bir membran
afinitesine sahip olan dibukainin hiicre igine Ca'" ge¢isini arttirarak prokaine nazaran
daha fazla apoptotik aktivasyon yapabilecegini bildirmislerdir. Tan ve ark. (83) invitro
PC12 hiicre kiiltiirtinde % 1 ve % 5 lidokain, % 0,5 ve 0,75 bupivakain ile % 0,25 ve 0,5
konsantrasyonlardaki tetrakain kullanarak yaptiklari ¢calismalarinda, doza bagimli olarak
en fazla apoptotik aktivasyona tetrakainin neden oldugunu gostermislerdir.
Arastirmacilar  (83), tetrakainin, neden oldugu hiicre ylizeyindeki morfolojik
degisikliklerin yan1 sira hiicre i¢i Ca'  konsantrasyonlarmi artirarak kaspaz-3
aktivasyonuna sebep oldugunu ve bu yolla apoptozis indiiksiyonunda anahtar rol
oynadigin1 savunmaktadirlar. Lee ve ark. (96) ise tetrakain, lidokain ve bupivakainin
kaspaz-3 aktivasyonu ve antiapoptotik protein kinazlarin (pERK;, ve P.K.B)
inhibisyonu ile insan bobregi proksimal tiibiil hiicrelerinde apoptozisi aktive ettiklerini

bildirmislerdir.

Lokal anesteziklere bagli gelisen apoptozisten en ¢ok bupivakain sorumlu tutulmaktadir
(62,64). Bupivakainin invivo sartlarda hiicre i¢i Ca"" seviyesini yiikselttigi ve boylelikle
Ca'"" ile iliskili hiicre i¢i 6liim yolagimi, yani apoptozisi tetikledigi savunulmaktadir.
Birgok arastirmaci, bupivakainin neden oldugu apoptozis aktivasyonunu, ajanin lipofilik
Ozelliginden kaynaklanan yiiksek miyotoksisite potansiyeline baglamaktadir
(1,9,33,62,64). Bupivakain intraselliiler Ca'" seviyesini artirmak suretiyle Ca’" ile
baglantili olarak ve mitokondrideki oksidatif fosforilasyon basamaklarin1 kirarak
apoptozise sebep olabilmektedir (1,62,64). Park ve ark. (11) bupivakain’in schwann

hiicresinde reaktif oksijen f{irtinlerinin (ROS) iiretimini indiikleyerek kaspaz-3

aktivasyonu ve poli-ADP-riboz polimeraz (PARP) indirgenme yoluyla apoptozisi
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indiikledigini savunmaktadirlar. Horiguchi ve ark. (36) im yoldan uygulanan % 0,5
bupivakainin neden oldugu apoptotik aktivasyonu TUNEL yontemiyle arastirmislar ve
birinci giinden itibaren giderek artan sayida TUNEL pozitif hiicre saptamiglardir. Zink
ve ark. akut (9) ve uzun donemde (33) bupivakain ve ropivakainin miyotoksik etkilerini
arastirdiklar iki farkli caligmada; enjeksiyondan sonraki 6. saatte ve 7. ve 28. giinlerde
aldiklar1 doku orneklerinde, sadece bupivakain verilen grupta, daginik ve disintegre

olmus kas liflerinde apoptotik aktivasyon gozlediklerini bildirmislerdir.

Boselli ve ark. (92), insan T hiicre kiiltiirlerinde lidokain ve ropivakaine bagl gelisen
apoptotik aktivasyonu belirlemek amaciyla yaptiklar1 ¢aligmalarinda, ropivakain verilen
grupta apoptotik hiicre sayisinda artis olmazken lidokain verilen grupta apoptotik hiicre
sayisinin arttigini tespit etmislerdir. Zink ve ark.’nin bupivakain ve ropivakainin
miyotoksik etkilerini arastirdiklari iki farkli ¢alismada (9,33); bupivakain verilen grubun
aksine, ropivakain verilen grupta apoptotik aktivasyon gozlemediklerini

bildirmektedirler.

Levobupivakainin neden oldugu apoptotik aktivasyonla ilgili literatiirde Borazan ve ark.
(95)’nin ¢alismas1 disinda bir arastirma bulunmamaktadir. Borazan ve ark. (95)
caligmalarinda tavsanlara intrakamaral injeksiyon yoluyla lidokain, ropivakain ve
levobupivakain uygulamislar ve 1. ve 7. giinlerde TUNEL pozitif apopitotik hiicre
sayisini aragtirmiglardir. Bu aragtirmacilar (95), her ii¢ ajanin da akut apoptotik siireci
tetikledigini ve korneal endotel hiicrelerinde morfolojik degisikliklere neden oldugunu

ancak bu etkinin gegici olup 7. giinden sonra tamamen sonlandigin1 savunmaktadirlar.

Caligmamizda bupivakain verilen grupta birim alanda 2-3 adet TUNEL pozitif apoptotik
cekirdek gozlenirken, ropivakain ve levobupivakain verilen gruplarda TUNEL pozitif
apoptotik hiicre kalintilarina rastlanmadi. Borazan ve ark (95), onceki aragtirmacilarin
farkli dokularda apoptotik aktivasyona neden olmadigini bildirdikleri ropivakainin ve
daha Once aragtirilmamis olan levobupivakainin korneal endotel hiicrelerinde apoptotik
aktivasyona neden oldugunu savunmaktadirlar. Bulgularimiz, bupivakain ve
ropivakainin ¢izgili kas dokusunda neden oldugu apoptotik aktivasyonu aragtiran dnceki
caligmalarda (9,33,92) elde edilen bulgularla oOrtiismektedir. Calismamizda, 6nceki
caligmalardan farkli olarak levobupivakainin, uygulandiktan 48 saat sonra rat iskelet kas
dokusunda apoptotik aktivasyona neden olmadigini tespit ettik. Cizgili kaslarda goriilen
apoptotik aktivite intraselliler Ca™ dengesini olumsuz etkileyen faktorlerle

iliskilendirilmektedir (1,7,8,64). Borazan ve ark. (95) ise intraselliiler Ca™ dengesi ve
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diger fizyolojik 6zellikleri yoniinden ¢izgili kas dokusundan tamamen farkli bir dokuda

calismislardir.

Horiguchi ve ark. (36) calismamizda kullandigimiz yonteme benzer sekilde % 0,5
bupivakainin rat ¢izgili kas dokusunda neden oldugu apoptotik aktivasyonu TUNEL
yontemiyle arastirmislardir. Bu arastirmacilar (36) birinci giinde bupivakaine bagl
apoptozis gosteren birkac hiicre gozlediklerini ancak bu saymin 3. ve 4. giinlerde
belirgin artig gosterdigini savunmaktadirlar. Calismamizda sadece enjeksiyondan 48 saat
sonra alinan doku kesitlerini degerlendirdik ve bupivakain verilen grupta birim alanda
2-3 apoptotik hiicre kalintis1 gozledik. Bulgularimizi Horiguchi ve ark. (48)’nin
bulgulariyla birlikte degerlendirdigimizde, ikinci giinden sonra alinacak kesitlerde

apoptotik hiicre sayisinin artmis olabilecegini diisiinmekteyiz.

Zink ve ark. (64) ropivakainin memeli ¢izgili kas dokusu hiicrelerinde apoptotik
aktivasyona neden olmadigini savunmaktadirlar. Calismamizda ropivakain verilen
grupta apoptozis aktivasyonunu gosteren bir bulguya rastlamadik. Ropivakain,
bupivakainden daha diisiik liposoliibiliteye sahip oldugu i¢in sarkolemmal bariyeri daha
yavas ge¢mektedir. Buna bagli olarak ropivakainin intraselliiler Ca™ dengesini daha
tliml etkiledigi (1,7,8,64) ve bunun sonucunda apoptotik aktivasyona neden olmadigi
savunulmaktadir (46,64,95). Oysaki ¢alismamizda liposoliibiilitesi bupivakainle ayn
olmakla birlikte levobupivakain verilen grupta da apoptotik aktivasyona rastlamadik.
Fizikokimyasal olarak, levobupivakainin rasemik bupivakainden en onemli farki, plir
S(-) enantiomer olmasi ve R(+) izomeri icermemesidir (10,72). Bupivakainin olumsuz
kardiyak etkilerinin, Ca"" kanallar1 ve intraselliiler Ca™ akimi ile etkilesimine ve
mitokondrilerde ATP sentezi lizerine olan etkilerine bagli oldugu savunulmaktadir
(7,24,55-57). Bupivakainin pilir S(-) enantiyomeri olan levobupivakainin, intraselliiler
Ca"" dengesi iizerine 1limli etkisinden dolayi, daha az kardiyotoksik ve miyotoksik
oldugu bilinmektedir. Apoptotik aktivasyonun olusum mekanizmasinda da intraselliiler
Ca™" dengesinin sorumlu oldugu savunulmaktadir (1,7,8,64). Bu bulgularimiz,
bupivakainin neden oldugu apoptotik aktivasyonun ajanin liposoliibiilitesinden ziyade
stereoselektivitesiyle ilgili olabilecegini diislindiirmektedir. Bununla birlikte, konunun

acikliga kavusmasinin ancak ileri arastirmalarla miimkiin olabilecegini diistinmekteyiz.

Okland ve ark. (38) ratlarin ekstraokiiler adalelerine (Rectus lateralis kast) tek doz 50 ul
%2 mepivakain enjeksiyonunu takiben 15. dakikadan 30. giine kadar seri olarak elde

ettikleri ¢izgili kas dokusu Orneklerini elektron mikroskopta incelemislerdir.
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Arastirmacilar enjeksiyondan 15 dakika sonra etkilenen fiberlerde sarkolemma
rliptiiriiniin yani1 sira T-tiibiiller ve sarkoplazmik retikulumun siserek riiptiire oldugunu,
bununla birlikte ¢ekirdegin morfolojik olarak heniiz etkilenmedigini gézlemislerdir.
Altinc1 saatte sarkolemmada ve ¢ekirdek =zarinda kesilmeler ve parcalanmalar
gozlenirken, 12-24 saat sonra nekrotik myofiberlerde biitiinliigiinti koruyabilen ¢ok az
sayida ¢ekirdek bulundugunu bildirmektedirler. Okland ve ark. (38) sonug olarak cizgili
kas dokusunda, lokal anestezik ajana maruz kaldiktan birka¢ dakika sonra SR
membraninda, birka¢ saat i¢inde de mitokondri ve c¢ekirdek membraninda hasar
gozlendigini, ikinci giinde ise bazal laminanin katlanarak dejenere kas liflerinin etrafini
sardigin1 ve satellit hiicrelerin bazal laminanin i¢ yiizii boyunca siralandigin

bildirmektedirler.

Politi ve ark. (86), ratlarin soleus kasina i.m % 0,5 bupivakain enjekte etmisler ve 1.
giinden 21. giine kadar elde ettikleri kas dokusu orneklerini elektron mikroskopta
incelemislerdir. Bu ¢alismada (86), birinci giinde hasarli fiberlerde A, I ve Z bantlarini
iceren sarkomerlerde mononiikleer hiicrelerle infiltre miyofibril hasarlanmalar1 ve
endomisyum 6demi goézlenirken, ikinci glinde terminal sisternalarda vakuolizasyon ve
sarkoplazmik retikulumda dilatasyon gozlendigi bildirilmektedir. Ayrica mitokondride
subsarkolemmal krista ve matriks kaybi ile beraber lipofusin graniilleri, membranz
whorl cisimcikleri ve otofajik vakuoller gibi dejenere lizozomal yapilar gozlediklerini
bildirmektedirler. Politi ve ark. (86), bu arastirmalarinda bupivakainin, intraselliiler Ca"™
diizeyini yiikselterek SR ve mitokondri hasarina/disfonksiyonuna yol a¢tigin1 ve bu

yolla miyonekroza neden oldugunu savunmaktadirlar.

Zink ve ark. (9) domuzlarda yaptiklar1 ¢aligmalarinda bupivakain ve ropivakaininin
miyotoksik etkilerini elektron mikroskopta incelemislerdir. Arastirmacilar bupivakain
verilen grupta daha yogun olmak kaydiyla miyotiibiillerdeki ¢okiintiiler, kaynasmis
vakuoller, mitokondride kismi kiimelesmeler ve sisme, ¢ekirdekte patolojik
yogunlagmalar ve piknotiklesmelerle karakterize subselliller kas hasar1 bulgularini
bildirmektedirler. Amaniti ve ark. (6) ratlarda yaptiklar1 ¢alismalarinda 7. Giinde
aldiklar1 iskelet kas dokusu orneklerinde elektron mikroskopik olarak Zink ve ark.

(9)’nin bulgularina benzer bulgular tanimlamaktadirlar.

Caligmamizda enjeksiyondan 48 saat sonra elde edilen iskelet kas dokusu drneklerinin
elektron mikroskopta incelenmesinde ultrastriiktiirel degisiklikleri en yogun olarak

bupivakain verilen grupta gozledik. Bupivakain grubunda mitokondrilerde genisleme ve
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i¢ membranlarinda parcalanma, membranéz whorl olusumu gibi bulgulara siklikla
rastlanirken ropivakain ve levobupivakain verilen gruplarda daha az yogun olmak
kaydiyla benzer ultrastriiktiirel degisiklikler mevcuttu. Bununla birlikte levobupivakain
verilen grupta ¢ekirdek ve miyofibriler yapinin normal oldugunu gézledik. Bupivakain
verilen grupta ayrica SR sisternalarininin genisledigi ve vakouler bir gdriiniim aldigi
dikkati cekmekteydi. Dejenere kas lifleri ¢evresinde yaygin makrofaj ve nétrofil 16kosit
infiltrasyonu gozledik. Nekrotik alanlarda gozlenen bu infiltrasyonun, 6lii debrisleri

uzaklastiracak olan fagositik hiicrelerden olustugunu diisiinmekteyiz.

Bu bulgularimiz metodolojik olarak calismamizla benzerlik gdsteren Politi ve ark. (86)
ve Zink ve ark. (9)’nin bulgulariyla benzerlik gostermektedir. Politi ve ark. sozii edilen
caligmalarinda sadece bupivakainin miyotoksik etkilerini ultrastriiktiirel olarak
incelemislerdir. Zink ve ark. (9) ise bupivakain ve ropivakain kullanarak ¢alismalarini
yiirlitmiislerdir. Calisgmamizda daha once arastirilmis olan bupivakain ve ropivakainin
yani sira heniiz arastirilmamis olan levobupivakainin iskelet kas dokusunda neden
oldugu ultrastriiktiirel degisiklikleri de arastirdik. Bupivakain ve ropivakainin neden
oldugu hiicresel diizeydeki bu degisikliklere daha az yogun olmak kaydiyla

levobupivakainin de neden oldugunu gozledik.

Calismamiza benzer sekilde lokal anesteziklerin miyotoksik ozelliklerini arastiran
calismalarda (5,9,38,86) arastirmacilar, 151k mikroskobu gdriintiilerini Benoit-Yagiela-
Ferrel hasar skorlama sistemini kullanarak skorlamislar ve bu skorlar1 istatistiksel
olarak kargilastirmislar, bununla birlikte elektron mikroskop bulgularinmi istatistiksel
olarak karsilastirmaksizin sunmuglardir. Sadece Nauette-Gaulain ve ark. (59)
bupivakainin miyotoksik etkilerinin yasa bagli degisimini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda,
elektron mikroskop bulgularini ii¢ basamakli (focal-mederate-extreme hasarlanma) bir
skorlamaya tabi tutmuslar ve elde ettikleri skorlar1 istatistiksel olarak
karsilastirmiglardir. S6zii edilen arastirmacilarin kullandiklart skorlama sistemi sadece
bitisik miyofibrilleri ve sarkomerlerin devamlilifini esas alarak olusturuldugu igin
oldukca karmasik olan ve ¢ok sayida organeli kapsayan ultrastriiktiirel degisiklikleri tam
olarak yansitmayabilir. Calismamizda elde ettigimiz elektron mikroskop goriintiilerini
istatistiksel olarak karsilastirmamiza olanak saglayacak bir skorlama sistemi
olusturamadik ve bizden Onceki arastirmacilar gibi bulgularimizi istatistiksel analiz

yapmaksizin sunmakla yetindik.
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Kas dokusu hasarindan sonra miyosit Onciilleri olan satellit hiicrelerin doku
rejenerasyonunda anahtar rol oynadigi bilinmektedir (1). Satellit hiicreler olarak
adlandirilan miyoblastlarin lokal anesteziklerin miyotoksik etkilerinden etkilenmedigi
onceki arastirmalarda gosterilmistir (1,5,6,9,12). Calismamizda hem 151k mikroskobunda
hem de elektron mikroskopta dejenerasyona ugramis kas lifleri etrafinda normal
goriintimlii  satellit hiicreler gozledik. Lokal anesteziklere bagli olarak gelisen
miyotoksik doku hasarinda damar, sinir ve bag dokusu elemanlarinin etkilenmedigi
bildirilmektedir (1,5,6). Isik mikroskobu ve elektron mikroskopta elde -ettigimiz
goriintiilerde kas lifleri arasinda yer alan endomisyuma ait bag dokusu ve kapiller damar

yapilar1 normal olarak degerlendirildi.

Okland (38), Hall-Craggs (98) ve Politi (86), lokal anesteziklere bagli iskelet kas dokusu
hasarinin intraselliiler Ca™" artis1 ile iliskilendirmekte ve miyonekrozun bu artisa bagh
olarak olusan basta mitokondri olmak iizere hiicre organellerini dejenere etmesi ve
disfonksiyona ugratmasi sonucunda olustugunu savunmaktadirlar. Intraselliiler Ca™"
artist ayni zamanda yine hiicre Oliimiiyle sonuglanan apoptotik aktivasyonun

baglatilmasindan da sorumlu tutulmaktadir (1,7,8,64).

Bupivakain, miyotoksik etki potansiyeli en yiiksek ajanlardan biridir (6,9,12,33).
Bupivakain klinik konsantrasyonlarda SR’ den Ca'" salimimini artirmakta ayni zamanda
SR’ye Ca™" reuptakeini inhibe etmektedir. Bupivakainin bu etkisi, oldukea lipofilik bir
ajan olmasina baglanmaktadir. Bupivakain bu 06zelligi sayesinde miyoplazma icinde
hizla birikerek iskelet kas liflerinde hiicre i¢i Ca' konsantrasyonunu artirmaktadir
(39,43-46). Irwin ve ark. (76), bupivakain doza bagl olarak iskelet kas mitokondrisinde
ve izole kas fibrillerinde PTP’nin acilmasmni indiikleyerek, mitokondriyal
depolarizasyonu ve piridin niikleotid oksidasyonuna yol agtigini gostermislerdir. Bu
arastirmacilar (61), PTP nin hiicre dliimiinde cesitli yollarla potansiyel efektér oldugu
diistiniilmektedir. Bupivakaine bagli apoptozis aktivasyonunun invivo PTP agilmasiyla
ortaya ciktig1 gosterilmistir (61,62,64). Bupivakainin yine ayni mekanizmayla SR ve
mitokondriyal membran1 da etkileyerek Ca™" ile iliskili hiicre i¢i 6liim yolagini, yani
apoptozisi tetikledigi savunulmaktadir (1,62,64). Ropivakainin, intraseliller Ca™"
seviyesine 1limli etkisi dolayisiyla bupivakainden daha diisiik miyotoksik etki
potansiyeline sahip olmasi, bupivakainden daha az lipofilik olmasiyla agiklanmaktadir
(46,64). Komai ve ark. (44), tetrakainin SR, ryonodin reseptérleri ve intraselliiler Ca’™

salinimi iizerine etkilerinin lokal anestezik lipofilitesinden bagimsiz oldugunu
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savunmaktadirlar. Nauette-Gaulain ve ark. (50), bupivakainle lipofilik 6zellikleri aynm
olan levobupivakainin SR’deki RyR ve Ca-ATP’az pompasini aktifleyerek intraselliiler
Ca™" "un miktarin arttirdigin1 savunmaktadirlar. Sozii edilen arastirmacilar (50), lipofilik
Ozellikleri ayn1 olmakla birlikte bupivakainin ayni etkiyi gostermedigini bildirmekte ve
bunu iki ajanin stereospesifik 6zellikleriyle agiklamaktadirlar. Glinlimiize kadar yapilan
aragtirmalardan anlasildigr tlizere, lokal anesteziklerin miyotoksik etkilerinin
mekanizmasmin intraselliiler Ca’ homeostaziyla ilgili oldugu goriisii agirhk
kazanmaktadir. Bununla birlikte lokal anesteziklerin intraselliiler Ca™ homeostazi
tizerine etkisini belirleyen faktoriin lipofilik 6zellikleri mi, stereoselektif 6zellikleri mi

oldugu konusu heniiz agiklik kazanmamustir.

Gomez-Arnau ve ark. (4) katarakt cerrahisi uyguladiklar1 3587 hastadan olusan genis
serilerinde, retrospektif olarak inatci1 diplopi vakalari ile kullanilan anestezi yonteminin
iligkisini aragtirmiglar ve lokal anestezik olarak bupivakain, lidokain ve mepivakain
kullandiklar1 serilerinde anesteziye bagli diplopi insidansini %0,25 olarak bulmuslardir.
Bu aragtirmacilar (4), baz1 vakalarinda diplopinin postoperatif 1. aya kadar siirdiigiinti
rapor etmiglerdir. S6z konusu arastirmada arastirmacilar (4), anesteziye bagh
gozledikleri inat¢1 diplopi vakalarinin hemen tamamin retrobulber blok uyguladiklar
hastalarinda gozlemisler ve bunu inferior rektus kasinin direkt hasarina baglamislardir.
Katarakt cerrahisi sonrasi lokal anesteziklere bagli diplopi insidansini Golnik ve ark.
(29) % 0,85, Johnson (31) % 0,23, Wells ve Maslin (99) %11,7 olarak bildirmislerdir.
McLure ve Rubin (100), cift kor klinik ¢alismalarinda intraokiiler cerrahi planladiklari
50 hastaya % 0,75 levobupivakain ve % 0,75 rasemik bupivakain kullanarak peribulber
anestezi uygulamislar ve cerrahiyi takiben bupivakain grubunda % 52, levobupivacain
grubunda % 40 hastada diplopi tesbit etmislerdir. Benzer sekilde Hogan ve ark. (2)
bupivakain+ epinefrin uyguladiklar1 hastalarinda sternokleidomastoid adalede, Parris ve
ark. (88) ise bupivakain uyguladiklar1 hastalarinda trapezius adalesinde, lokal anestezik
miyotoksisitesine bagli fonksiyon bozuklugu gelistigini ve klinik diizelmenin aylar
sonra gergeklestigini rapor etmektedirler. Her ne kadar lokal anesteziklere bagl
miyotoksisite, bu ilaglarin nadir ve geri doniisiimlii bir yan etkisi olarak degerlendirilse
de, ozellikle okiiler adaleler gibi kiigiik hacimli adalelerde tek doz enjeksiyonun dahi
ciddi klinik sorunlara yol ag¢tig1 goriilmektedir. Ayn1 sekilde adale biiyiikligii dnemli
olmaksizin lokal anesteziklerin siirekli inflizyonu ya da tekrarlayan enjeksiyonlar1 da

ciddi klinik sorunlara yol agmaktadir. Bu nedenlerle 6zellikle kiiclik hacimli adalelerin
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bulundugu bolgelerde daha az miyotoksik etki potansiyeline sahip lokal anestezik

ajanlarin tercih edilmesinin gerektigi kanaatindeyiz.

Sonu¢ olarak, bupivakain, ropivakain ve levobupivakainin miyotoksik etkilerini
karsilastirdigimiz ¢alismamizda, bupivakainin en fazla, ropivakainin bupivakainden
daha az ve levobupivakainin her iki ajandan da daha az olmak {izere miyotoksik etki
potansiyeline sahip oldugunu goézledik. Elektron mikroskop goriintiilerinde, 151k
mikroskobu bulgularimizla uyumlu olarak en yogun ultrastriiktiirel dejenerasyonu
bupivakain verilen grupta, bupivakainden daha az yogun olmak kaydiyla ropivakain
verilen grupta gozledik. Levobupivakain verilen gruptan elde edilen elektron mikroskop
goriintiilerinde ise her iki ajandan daha az yogun olmak iizere ve her iki ajanin
olusturdugu hasara benzer nitelikte dejenerasyon gozledik. Sadece bupivakain verilen
grupta apoptotik aktivasyona rastladik. Ropivakain ve levobupivakain verilen gruplarda

apoptotik aktivasyon gosteren hiicre kalintilar1 gézlemedik.

Bu ¢aligma subselliiler diizeyde miyotoksik etkileri ve apoptotik aktivasyon potansiyeli
daha Once arastirilmamis olan levobupivakainin, her iki ajandan da daha az yogun
olmak kaydiyla, kalitatif olarak bupivakain ve ropivakainin olusturdugu ultrastriiktiirel
degisikliklere benzer sekilde hiicresel hasara yol agtigin1 ve iskelet kas dokusunda

apoptotik hiicre aktivasyonuna neden olmadigin1 gostermektedir.
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6. SONUCLAR

Isik mikroskobu bulgularina gore iskelet kas dokusunda en fazla miyotoksik
hasara neden olan ajan bupivakaindir. Ropivakain bupivakainden daha az,
levobupivakain ise her iki lokal anestezik ajandan daha az miyotoksik hasara

neden olmaktadir.

Elektron mikroskopta elde edilen goriintiilerde, 151k mikroskobu bulgularina
benzer sekilde, arastirilan ii¢ ajanin neden oldugu ultrastriiktiirel degisikliklerin

siddeti Bupivakain > Ropivakain > Levobupivakain seklinde siralanmaktadir.

Lokal anestezik enjeksiyonundan 48 saat sonra iskelet kas dokusunda
bupivakainin apoptotik hiicre aktivasyonuna neden oldugu gdézlenmis, ropivakain

ve levobupivakainin ise boyle bir etkisi saptanmamaistir.
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