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LEVOBUPiIVAKAIN VE BUPIVAKAININ KONDROTOKSIK ETKILERI;
APOPTOTIK AKTIVITE CALISMASI

OZET

Amac¢: Bu calismada, tek doz intraartikiiler enjeksiyonla verilen bupivakain ve
levobupivakainin tavsan diz eklemi kikirdak dokusundaki kondrotoksik ve apoptotik

etkilerinin arastirilmasi amaclanmaistir.

Materyal ve Metod: Calisma Yeni Zelanda tiirii, disi cins 40 tavsan iizerinde
gerceklestirildi. Deney hayvanlari, her biri 20 tavsandan olusan 2 gruba ayrildi. Calisma
grubuna uygun olarak %0,5 konsantrasyonda bupivakain, levobupivakain veya %0,9
normal salin intraartikiiler enjeksiyon yontemiyle uygulandi. Her bir grupta yer alan
tavsanlardan 10 tanesi enjeksiyondan sonraki 7. giinde, kalan 10 tanesi ise
enjeksiyondan sonraki 28. giinde intraperitonial pentotal sodyum uygulanarak sakrifiye
edildi. Sakrifiye edilen tavsanlarin enjeksiyon yapilan eklemleri diseke edilerek 1sik
mikroskobu ve immiinflorasan mikroskopta incelenmek {iizere hazirlandi. Isik
mikroskobu icin hazirlanan kesitler hemotoksilen-eozin ile boyanarak s6z konusu lokal
anestezik ajanlarin kikirdak dokusunda neden oldugu apopitotik degisiklikler doku
diizeyinde incelendi. Immiinfloresan mikroskop incelemesi icin hazirlanan kesitler ise
TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP-biotin nick and
labelling assay) yontemi ile boyandi, apopitotik hiicreler arastirildi ve apopitotik indeks

hesaplandi.

Bulgular: Isik mikroskobu ile yapilan inceleme sonucunda; Bupivakain grubunda sirasi
ile 7. ve 28. giinlerdeki apopitotik indeks degerlerinin, serum fizyolojik ve
levobupivakain gruplarindaki apopitotik indeks degerelerinden anlamli derecede daha
yiikksek oldugu gozlendi (p < 0,05). Levobupivakain grubunda 7. ve 28.giinlerdeki
apopitotik indeks degeri serum fizyolojik grubundan anlamli derecede daha yiiksekti
(p<0,05). Levobupivakain grubunda 28. giinde gozlenen apoptotik indeks degeri 7. giine
nazaran anlamli derecede yiiksek bulunurken (p < 0,05), bupivakain grubunda 7. ve 28.
giinde gozlenen apopitotik indeks degerleri arasinda istatistiksel olarak fark gdzlenmedi

(p > 0,05).

Floresan mikroskop ile yapilan inceleme sonucunda: Bupivakain grubunda sirasi ile 7.
ve 28. giinlerdeki apopitotik indeks degerleri, serum fizyolojik ve levobupivakain
gruplarindaki apopitotik indeks degerlerinden anlamli derecede yiiksekti (p< 0,05).
Levobupivakain grubunda 28. giinde gozlenen apopitotik indeks degeri 7. giinde
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gozlenen apopitotik indeks degerinden yiiksekti (p< 0,05). Bupivakain grubunda ise 7.
ve 28. giinlerde gozlenen apopitotik indeks degerleri arasinda istatistiksel olarak bir fark

gozlenmedi (p> 0.05).

Sonu¢: Bu calismada, tavsan kikirdak dokusu iizerinde, bupivakainin daha fazla
apopitotik aktivasyona neden olarak, levobupivakainden daha fazla kondrotoksik etki
gosterdigi gozlenmistir. Ayrica, bupivakainin gosterdigi apopitotik aktivasyonun 7.
giinden sonra sabit bir sekilde 28. giine kadar devam ettigi, levobupivakainin gostermis
oldugu apopitotik aktivasyonun ise, 7. giinden sonra da artmaya devam ederek 28. giine

kadar artig gosterdigi saptanmustir.

Anahtar Kelimeler: Apoptozis, bupivakain, kondrotoksisite, lokal anestezikler,

levobupivakain.
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CONDRTOXIC EFFECTS OF LEVOBUPIVACAINE AND BUPIVACAINE;
THE EXAMINATION OF APOPTOTIC ACTIVITY

ABSTRACT

Aim: In this study, we aimed to investigate the condrotoxic and apoptotic effects of
levobupivacaine and bupivacaine performed via single dosage intraartcular injection in

the rabbit cartilage tissue.

Materials and Methods: This study was conducted on 40 female New Zealand rabbit.
Rabbits were allocated to two groups as 20 rabbits in each group. In accordance with the
study groups, Bupivacaine 0,5%, levobupivacaine 0,5% or normal saline 0,9% were
injected intraarticularly into the right and left back knee joints of rabbits. In 7™ and 28"
days after the intraarticular injections, 10 rabbits from each group were sacrified under
intraperitoneal pentothal sodium anesthesia. The knee joints of the sacrified rabbits were
dissected and prepared for examination under light microscope and
immunofluorescence microscope. Sections prepared for light microscopy were stained
with hematoxylin-eosin and apoptotic changes in the cartilage tissue caused by local
anesthetic agents were examined. Sections prepared for immunofluorescence
microscopy were stained by the TUNEL method (terminal deoxynucleotidyl
transferase-mediated dUTP-biotin nick and labeling assay), apoptotic cells were

examined, and apoptotic indexes were calculated.

Results: As a result of the examination by light microscope: Apoptotic index values of
Bupivacaine Group was significantly higher than the apoptotic index values of Saline,
and Levobupivacaine Groups in 7" and 28" days (p <0.05). Apoptotic index values of
Levobupivacaine group in 7" and 28" days were significantly higher than the apoptotic
index values of saline group (p <0.05). Although the apoptotic index values in the 28"
day were significantly higher than the apoptotic index values in the 70 day in the
levobupivacaine group, (P <0.05), no statistical significance was observed between the

7th and 28" day values in bupivacaine group (p> 0.05).

As a result of examination with fluorescence microscope: Apoptotic index values of
Bupivacaine group was significantly higher than the apoptotic index values of saline,
and levobupivacaine groups in 7" and 28" days (p <0.05). The apoptotic index values in
the 28" day were significantly higher than the apoptotic index values in the 7™ day in
the levobupivacaine group, (P <0.05). No statistical significance was observed between
the 7th and 28" day apoptotic index values in bupivacaine group (p> 0.05).
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Conclusion: In this study, it is observed that, bupivacaine is showing more condrotoxic
effect by causing more apoptotic activation than levobupivacaine on the rabbit cartilage
tissue. Also, although the apoptotic activation due to bupivacaine observed in the 70 day
continues constant until the 28" day, the apoptotic activation due to levobupivacaine

observed in the 7™ day continues to increase until the 28™ day.

Key Words: Apoptosis, bupivacaine, condrotoxicity, local anaesthetics,

levobupivacaine.
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1. GIRIS ve AMAC

Hekimler i¢in cerrahi miidahaleleri kolaylastiracak optimal bir intraoperatif goriis alan1
saglamak kadar, hasta giivenligi, kullanilan ilaglarin istenmeyen etkilerinin minimalize

edilmesi ve normal yasam fonksiyonlarina doniisiin hizlandirilmasi da dnemlidir (1).

Postoperatif agr1 hastalar i¢in son derece 6nemli bir sorundur. Postoperatif agrinin
kontroliinde, giivenli ve etkili yontemlerden biri de bolgesel ve lokal anestezik ajan
uygulamalaridir. Artroskopik diz ameliyatlarindan sonra intraartikiiler lokal anestezik
uygulanmas1 postoperatif agr1 kontroliinde giincel ve popiiler bir yaklasim olarak
kullanilmaktadir. Bupivakain artroskopik diz cerrahisi sonrasinda postoperatif analjezi
saglamak amaciyla yaygin olarak kullanilan lokal anestezik ajandir. Ayni amagla son

yillarda levobupivakain de kullanilmaya baslanmstir (2).

Bupivakain; uzun etkili olmasi ve etki potensinin yiiksek olmasi nedeniyle klinik
uygulamalarda yaygin olarak kullanilmakla birlikte bilinen en yiiksek norotoksik,
kardiyotoksik ve kondrotoksik etki potansiyeline sahip lokal anestezik ajandir (3-6).
Levobupivakain ise, bupivakainin piir S(-) enantiomeridir ve rasemik bupivakainin
kardiyotoksik etkilerinin daha cok R(+) enantiomeri ile ilgili oldugunun gosterilmesi

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

Bupivakainin kondrotoksik etkisi ile ilgili literatiirde sinirli sayida aragtirma bulunmakla

birlikte, levobupivakainin kondrotoksik etkisi ile ilgili bir aragtirmaya rastlamadik.

Lokal anesteziklerin kontrositler {izerindeki toksik etkilerini aciklamak icin,
mitokontrial hasarlanmayr ve K+ kanal blogunuda iceren bircok mekanizma One

siriilmiigtiir. Lokal anesteziklerin mitokontrial hasarlanmay1 artirdigi, ATP’y1 ve



mitokontrial protein seviyesini diislirdiigii gosterilmistir. Bu bulgularla, lokal anestezik

toksisitesinden mitokontrial disfonksiyon ve apopitozis sorumlu tutulmaktadir (9).

Calismamizda bupivakain ve levobupivakainin kondrotoksik etkilerinin bir gostergesi

olarak, kondrositler iizerine apopitotik etki potansiyellerini aragtirmay1 amacladik.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. EKLEM KIKIRDAGI

Viicudumuzda ii¢ ¢esit kikirdak bulunmaktadir:
1. Hiyalin kikirdak

2. Elastik kikirdak

3. Fibroz kikirdak

Mezenkimal doku kokenli olan eklem kikirdaginin yapisinda hiyalin kikirdak
bulunmaktadir (10). Hiyalin kikirdak, viicudumuzdaki diartrodial eklemlerdeki yiik
dagilimin1 ve basing kontroliinii saglayarak, siirtiinmeyi azaltan dayanikli bir mikro
mimariye sahiptir. Diz ekleminin saglikli fonksiyon gérmesi icin, eklem kikirdaginin
varligi ve canliligr gereklidir. Aksi taktirde osteoartrit kacinilmaz sonug¢ olarak

karsimiza ¢ikmaktadir (11).
2.1.1. Eklem Kikirdaginin Yapisal Anatomisi

Eklem kikirdagi, kondrositler, su ve hiicre dis1 matriks yapisal bilesenlerinden olusan,
viicudumuzun oldukga farklilagsmis ve 6zellesmis, viskoelastik bir dokusudur (Tablo 1)
(12). Sinir dokusu, damar ve lenfatik icermeyen bir yapiya sahiptir. Kondrositlerin
beslenmesi, difiizyon yoluyla kikirdak matriks araciligi ile olmaktadir. Viicutta bulunan
diger dokulara gore osmotik basincinin yiiksek olmasi, hiyalin kikirdaga yapisinda en

fazla bulunan suyu tutma 6zelligi kazandirmaktadir (13).



Kondrositler: Eklem kikirdaginin temel yapisal hiicreleridirler. Kan damarlari olmadigi
icin, diisiik oksijen tansiyonu altinda enerjisini sinoviyal sividan hiicre dis1 matrikse

difiizyon yolu ile gelen glukozu kullanarak anaerobik glikoliz ile saglarlar.

Tablo 1. Eklem kikirdaginin yapisal bilesenleri (12)

Eklem kikirdaginin yapisal bilesenleri.

Yiizde (%)

Hiicre dis1 matriks

Su 65-80

Kollajen 10-20

Proteoglikanlar 10-15

Diger bilesenler (Adhesivler ve yaglar) <5

Mezenkimal kok hiicrelerinin dogrudan farklilasmasi sonucunda kondroblastlar olusur.
Matriks sentezi ve depolanmasi, kondroblastlarin birbirinden ayrilmasina neden olur.
Daha yiizeyel yerlesimli olan hiicreler tipik kondroblastlar olarak kalirken, kalsifiye
kikirdak tabakasina dogru farklilasarak, lakiina adi verilen matriks igerisindeki daha
derin tabakalarda bulunan hiicreler olan kondrositleri olustururlar. Dokudaki
kondrositlerin i¢inde yerlestikleri lakiinayr tamamen doldurduklar1i gozlenirken,
inceleme yapilmak iizere tespit ve diger histolojik laboratuvar yontemlerinden
gecirilirken hiicrelerin 6zellikle suyunu kaybetmesi sonucu biiziistiikleri ve bu yiizden
lakiina duvarindan ayrilmis olarak goziikmektedirler. Elektron mikroskopta yapilan
incelemlerde hiicre ylizeylerinin diizgiin olmadigi goriilir. Kondrosit nukleusu
yuvarlaktir ve bir veya daha ¢ok nukleolus icerir. Sitoplazmadaki mitokondri, lipid
damlaciklar1 ve glikojen hiicrelerdeki diger tipik organel ve inkliizyonlardir. Bunlar
disinda kikirdak matriksi veya kikirdak dokusu tamiri yapildiginda hiicrelerde c¢ok iyi
gelismis graniillii endoplazmik retikulumun yer aldigi goriiliir. Bu durumda golgi aygiti
daha ¢ok belirginlesmistir. Aktif evredeki kondrositler bazofilik renkte olup vakuollii bir
hal almistir. Olgun kondrositler, hiicre dis1 matriks ile devamli ve yogun bir kimyasal
iletisim icerisindedirler. Igerdikleri diiz endoplazmik retikulum ve iyi gelismis Golgi
kompleksi ile tip II kollajen, proteoglikanlar, hyaliironik asit, kondronektin ve kikirdak

yikim enzimleri (metalloproteinazlar) ile yikim onleyici enzimlerin (metalloproteinaz
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doku inhibitorii) sentezini yaparlar. Lakiinalarin etrafi ve aralarindaki bolgeler farkli
sekilde adlandirilirlar. Ornegin lakiinanin hemen etrafindaki alana territorial alan denir.
Burasi liften fakir ancak ara maddeden zengin olup Toluidine mavisiyle yogun bazofili
ve metakromazi gosterir, ayrica PAS pozitif 6zelliktedir. Bunun nedeni buradaki yogun
proteoglikanlardir. Bir diger deyisle, sentezi yapilan temel maddenin hiicre disina
verildigi ilk bolge olmasi, bolgenin yogun boyanmasina neden olur. Buna karsilik daha
az yogunlukta bazofilik ozellik gosteren lakiinalar arasindaki alana ise interreritorial
alan ad1 verilir. Kondrositler yaslandikga, hiicresel iiretim aktiviteleri azalir. Hiicre dis1
matrikste bulunan protein makromolekiiler kompleksin sentezi ve yikimi arasindaki
dengeyi saglamada ©6nemli bir role sahiptirler. Bu siire¢ bir¢ok faktor tarafindan
etkilenmektedir: matriks bilesenleri, mekanik yiiklenme, hormonlar, lokal biiyiime
faktorleri, sitokinler, yaslanma ve kikirdak hasarlanmasi gibi. Bu etkilesimin kompleks

olmasi, eklem kikirdak dokusunun in-vitro ortamda iiretimini zorlastirmaktadir (14).

Resim 1. Kondrositlerin elektron mikroskopik goriintiisii.

Lakiinalarin i¢cinde kondrositler izlenmektedir (15).



Resim 2. Hiyalin kikirdagin 151k mikroskopik goriintiisii.

Lakiinalarin i¢inde izogen gruplar halinde kondrositler izlenmektedir (15).
Hiicre dis1 matriks icerigi;

Hyalin kikirdakta matriks homojen yapidadir. Bunun nedeni yapisindaki lif ve temel
maddenin 151k kiriciliginin birbirine ¢ok yakin olmasidir. Dolayisiyla lifleri direkt olarak
151k mikroskopide gormek zordur. Bunlar polarizasyon ve elektron mikroskobuyla daha
rahat goriilebilmektedir. Matriks, PAS (periyodik asit Schiff) yontemiyle koyu bazofil
boyanir. Ayrica metakromatik ©zelliginden dolayr Toluidine mavisiyle de pembe-

kirmizi boyanmaktadir.

Su: Eklem kikirdak agirliginin %65-80’ini olusturur. Bu oran, yiizeyel tabakada %80
iken, derin tabakada %65’e kadar diismektedir. Dogal yaslanma siirecinde ise su
miktarinin  azaldigr goriilmektedir. Kikirdaga uygulanan stres durumlarinda su
matriksten ¢ikip veya matrikse girerek kikirdak yiizeyin seklinin degismesine neden

olur. Kikirdak dokunun beslenmesi ve kayganligi acisindan da su énemlidir.

Kollajen: Kikirdak dokusunun %10-20’sini olusturmaktadir. Hiyalin kikirdagin
yapisinda en fazla tip II kollajen bulunmaktadir. Tip II kollajen toplam kollajen
miktarinin %90-95’ini olusturur ve cok fazla miktarda capraz bag olusturan, birbirine
siki bir sekilde bagl bir ag yapis1t meydana getirir. Bu sayede kikirdak dokusu gerilme
kuvvetlerine kars1 diren¢ kazanir. Tip II kollajenin yar1 dmrii yaklasik 25 yil oldugundan

dolay1 ¢ok stabil bir yap1 olusturur. Fakat osteoartrit gibi kikirdak hastaligi durumlarinda



yikim siireci belirgin bir sekilde artar ve hiicre dis1 matrikste hizli bir mekanik yikim ve
yapisal bozulma gerceklesir. Kollajenaz enzimleri bu siirecte 6nemli rol oynamaktadir.
Matriksde az miktarda bulunan diger kollajen tipleri ise sunlardir: Tip V, VI, IX, X ve
XI. Bu minér kollajen tiplerinden en fazla miktarda bulunanlar tip IX ve XI” dir. Tip IX
kollajen, tip II kollajen ile capraz bag yapar ve hiicre dis1 matrikste bulunan
proteoglikanlar ile entegre olur. Tip XI kollajenin asil gorevi ise tip II kollajenin fibril
capim diizenlemek ve kollajen Orgiiniin bir arada tutulmasimi saglamaktir. Enkondral
kemiklesme sirasinda sadece hipertrofik kondrositler tarafindan {iiretilen tip X kollajen,
kikirdagin kalsifikasyonu ile iliskilidir. Diger bir minor kollajen olan Tip VI miktari ise

osteoartritin erken donemlerinde belirgin olarak artmaktadir.

Proteoglikanlar: Yapisal olarak protein polisakkaritlerdir. Kikirdagin kompresif
giiciinii  saglarlar ve glikozaminoglikan alt {initelerinden olusurlar. 2 cesit
glikozaminoglikan vardir: kondroitin siilfat ve keratin siilfat. Kondroitin siilfat, eklem
kikirdaginda en fazla bulunan glikozaminoglikandir. Glikozaminoglikanlar merkez bir
protein cekirdege seker baglar1 ile baglanarak “proteoglikan agrekan” molekiilii adim
alan bu yapir hiyalin kikirdak i¢in karakteristiktir. Bu agrekan molekiilleri, uzun bir
polisakkarit olan hyaliironik asit zincirine link proteinleri adi verilen kiiciik
glikoproteinler ile baglanarak “proteoglikan agregati” adimi alirlar. (Sekil 1,2)
Proteoglikanlar 3 aylik bir yar1 Omre sahiptirler ve eklem kikirdaginin yapisal
ozelliklerini saglarlar. Yiiksek oranda negatif yiikle yiiklenmis olan proteoglikanlar (PG)
ve glukozaminoglikanlar (GAG) dokunun su tutma 6zelligini saglarlar ve bu 6zellikleri

ile kikirdaga kompresif kuvvetlere kars1 direng kazandirirlar.

Diger Matriks Bilesenleri: Kollajen olmayan proteinler olarak bilinen adheziv
molekiiller arasinda, fibronektin, kondronektin ve ankorin sayilabilir. Bunlar
kondrositler ile kollajen fibriller arasindaki etkilesimden sorumludurlar. Yaglarin

gorevleri ise heniiz tanimlanmamustir (15).



Proteoglikan Kondrosit

Hyarulonan

Keratan Sulfat
Kollojen Kondrotin Baglanti Protein
Fibrilleri Silfat Kor proteini

Sekil 1. Kollajen matriksin, GAG ve PG’ larla olusturdugu yap1 (16)
2.1.2. Eklem Kikirdaginin Yapisal Tabakalar:

Eklem kikirdagi, kollajen liflerinin ve kondrositlerin dizilimi agisindan 6zel bir yapisal
anatomiye sahiptir. (Sekil 2) Eklem kikirdagi, hiicresel morfoloji, biyomekanik bilesim
ve yapisal Ozellikleri bakimindan birbirinden farkli dort tabakadan olusmaktadir:
Yiizeyel, orta, derin ve Kkalsifiye (17). Derin tabaka ile kalsifiye tabaka arasinda
“tidemark™ ad1 verilen bir gec¢is bariyeri bulunmaktadir. Eklem yiizeyinden kemige
dogru yaklastikca hem kondrositlerin, hem de kollajen lifleri ile hiicre dis1 matrikste
yapisal degisiklikler olmaktadir. Kondrositler, eklem yiizeyine paralel iken vertikal hale
gecerek, sayilart artar. Kondrositlerin ¢evresindeki matriksin hacmi, tutulan su miktari
ve biyolojik aktivitesi artar. Kollajen lifleri de paralel iken vertikal dizilim gosterirler.
“Tidemark™ da ise tekrar paralel hale gecerler ve sayilar1 azalir. Orta tabakadaki hiicreler
tip II kollajen ve agrekan iiretirken, derin tabakadaki hiicreler tip X kollajen ve alkalen

fosfataz iiretirler (18,12).



t!] — — = r—— -‘;} Superfisial (ylzeyel) zon

p ...-- Siagreses "',__,. :
- MU T SRR A oy [ } Transizyonel zon
o vhall oy s tnlie,, £ I* 1\
/5 I:" ,'='I . A ,\_L” sdeopnile
f Swae. 215 & TuULE T
! % i . = w i e - Radyal zon
| & £ -
III .-I
L5
A

' : E _‘ Derin zon

w Tidemark

W\“} Kalsifiye zon
Bone

Sekil 2. Eklem kikirdaginin yapisal tabakalart (16)
2.1.2.1. Hiyalin Kikirdagn Biiyiime Ozellikleri

Kikirdagin  gelisecegi bolgelerde mezensimal hiicreler, wuzantilarin1 kaybeder,
yuvarlaklagsarak yogunlasir. Boylece yogun hiicrelerden meydana gelen bir
kondrifikasyon (kikirdaklasma) merkezi ortaya cikar. Bu hiicreler daha sonra
kondroblastlara farklilagirlar. Kondroblastlar hemen matriks sentezlerler. Bu siireg
ilerlerken kondroblastlar kendine ait kiiciik kompartmanlar olan lakiinalar icerisine
hapsolurlar ve bundan sonra artik kondrosit olarak isimlendirilirler. Bu hiicreler halen
boliinme yetenegini siirdiirdiiklerinden, bir lakiina i¢inde 2—4 veya daha fazla hiicre
grubu olustururlar, Bu grup izogen grup olarak tanimlanir ve bir tek ana hiicrenin 1-2
veya daha fazla boliinmesi ile olusmustur. izogen gruplar matriks iirettikce lakiinalar da
birbirlerinden uzaklasir, kikirdak icerden biiyiimeye baslar. Bu icsel (Interstisyal) tipte

bir biiyiimedir.

Gelismekte olan kikirdagin periferindeki mezensimal hiicreler ise ilk olarak
fibroblastlara farklilagir. Fibroblastlar ise siki kollajen6z bir bag dokusu olan
perikondriyumu  sekillendirir. Perikondriyum kikirdagin varligin1i ve biiylimesini
siirdiirmesinden sorumludur. Perikondriyum iki tabakalidir. Dista fibr6z olan tabaka Tip
I kollajen, az fibroblast ve kan damarlarindan olusur. I¢ tabaka ise cogunlukla
kondrojenik hiicrelerden olusur. Kondrojenik hiicreler boliinerek kondroblastlara
farklilagir. Bu hiicreler matriks sentezleyerek kikirdagin periferine ilaveler yaparlar. Bu

biiylime tipi ise appozisyonal biiyiime olarak tanimlanir.
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Interstisyal biiyiime yalmzca hiyalin kikirdagm olusumu sirasinda, perikondriyumu
olmayan eklem kikirdag1 ve epifizial plaklarda (kemik boyuna biiylimesi) meydana
gelir. Bunlarin disindaki viicut bolgelerinde ise biiyiime cogunlukla appozisyonaldir.

Biiyiime kontrollii bir siire¢ olup kikirdagin yasami boyunca devam eder (19).
2.1.2.2. Hiyalin Kikirdagin Onarim Kapasitesi

Eklem kikirdaginin avaskiiler olmasi, kondrositlerin immobilitesi ve proliferasyon
yeteneklerinin kisitli olmasi, yas ilerledikce telomeraz uzunlugundaki azalisa bagh
kondrosit apoptozunun meydana gelmesi ve kikirdak lezyonunun orijinal hiyalin
kikirdak ile doldurulmasi, bu dokunun entegrasyonu ve korunmasindaki sorunlar gibi
nedenlerden dolayi, erigskin ¢agdaki eklem kikirdagimin onarim kapasitesi embriyonik
donemdekinden farkli olarak kisithidir (20,21). Hasarlanmadan 3 giin sonra kondrosit
hiicrelerinin silyallerle uyarilmasi ile ¢evre kondrosit hiicreleri prolifere olmaya ve ECM
sentezlemeye baslarlar, tip 2 kollajende artis goriiliir. Perikondriumu olan dokulardaki
iyilesme mekanizmasinin yaninda, eklem kikirdaginda subkondral kemige ulasan Grade
3-4 hasarlanmalarinda bir baska intrensek mekanizma devreye girer. Bu tip
yaralanmalarda iyilesme subkondral kemik iliginden hasarli bolgeye gecen prekiirsor
veya stem hiicrelerinin hyalin kikirdak yerine fibroz kikirdak doku olusturmasi ile
gerceklesir. Osteokondral ya da tam kat kikirdak defektlerinde vaskiilarize bir kaynaga
ulasilmig olunur ve bdylece kanama sonrasi defektli alan fibrin dokusuyla dolar. Bir
hafta boyunca kemik iliginden migre olan multipotent mezenkimal stem hiicreleri fibrin
dokuyu rezorbe etmeye baslar. Bir kac hafta i¢inde stem hiicreleri kondrosit benzeri
hiicrelere doniiserek wuyarilirlar, uyarilan hiicreler ise biiyiik miktarlarda PG

sentezleyerek hyalin kikirdak dokusuna benzer bir dokuyla defekti kapatirlar (22).
2.1.3. Elastik Kikirdak

Elastik kikirdak pinna (kulak kepcesi), Ostaki borusu, epiglottis, larink (cuneiform
kikirdak) te yerlesmistir. Elastik lif iceriginden dolay:r hiyaline gore daha sar1 ve opak
goriiniimliidiir. Bir¢ok agidan hiyalin kikirdaga benzemesine karsin perikondriyumun
dis fibroz tabakasi elastik liflerce zengindir. Matrikste de bol miktarda inceden kalina
kadar degisen ve tip II kollajen lifler arasinda dallanan elastik lifler bulunur. Bu lifler
elastik kikirdak matriksini oldukca esnek yapar. Buna karsin matriks hiyalin kikirdak
kadar bol degildir, matriks kalsifikasyon gostermez (19).
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2.1.4. Fibroz Kikirdak

Fibroz kikirdak intervertebral disklerde, simphisis pubis, bazi artikiilar disklerde ve
tendonlarin kemik insersiyolarinda bulunur. Hiyalin kikirdak ile siki bag dokusu
arasinda gecis formu sayilabilir. Pekikondriyum i¢cermez. Dermatan siilfat ve kondroidin
stilfatca zengin az bir matrikse sahiptir. Asidofilik olarak boyanan tip I kollajen bantlari
yogun olarak bulunur. Kondrositler genellikle doku iizerindeki zorlayict ¢ekme giicii
yoniinde uzanan kaba kalin lif bantlar iizerinde paralel siralar olustururlar. Burada

kondrositler genellikle fibroblastlardan koken alirlar (19).
2.1.5. Sinoviyal Doku

Sinoviyal doku, diz ekleminde kan ve eklem sivisi arasindaki madde degisiminden

sorumludur.
Sinoviyal dokunun yapisal anatomisi ve histolojisi;

Sinoviyal doku diz ekleminde kapsiiliin i¢ tabakasini olusturur. Arteriyel, vendz ve
lenfatik dolasimi mevcuttur. Sinoviyal eklem sivisinin salgilanmasindan sorumludur.
Vaskiiler, salgilayici gevsek bir bag dokusuna sahiptir. Eklem ile iliskili oldugu i¢in
gercek anlamda bir zara sahip degildir (23).

Ug tip sinoviyal hiicre bulunmaktadir;

Tip A: Fagositozdan sorumludurlar.

Tip B: (Fibroblast benzeri hiicreler): Sinoviyal sivinin salgilanmasindan sorumludurlar.
Tip C: (Gegis hiicre tipi): Heniiz fonksiyonlar1 tanimlanmamugtir

Ayrica yapisinda yag hiicreleri ve kondrogenetik 0Ozelligi de icinde barindiran

multipotent mezenkimal kok hiicrelerini de bulundurmaktadir (15).
2.1.5.1. Kondrogenetik Ozellikleri

Sinoviyal dokunun asil gorevi, sinoviyal sivimin iretiminin saglanmasidir. Bunu
sinoviyal hiicrelerden tipB hiicreler gerceklestirir. Sinoviyal sivinin igerisinde; lubrisin,
proteinaz, kollajenazlar ve prostaglandinler bulunmaktadir. Herhangi bir kirmizi kan

hiicresi veya pihtilasma  faktorii  bulunmamaktadir.  Eklem  kikirdaginin
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kayganlastirlmasindan ve kikirdaga difiizyon yoluyla besin taginmasindan sorumludur.
Enflamasyon durumlarinda lenfosit birikimi ve intimal kalinlasma meydana gelir.
Mezenkimal kok hiicrelerin sahip olduklart multipotent olma ve kendilerini yenileme
ozellikleri, klinikte tedavi amach kullanimlar1 hakkinda biiyiik bir ilgi uyandirmistir
(24). Sinoviyal hiicrelerin mezenkimal kok hiicreler kadar kondrogenetik 6zellige sahip
oldugu saptanmustir (25,26). Son yillarda sinoviyal dokunun yapisinda mezenkimal kok
hiicre icerdigi gosterilmistir (25). Ayrica hem proliferasyon yetenegi, hem de
kondrogenetik 6zelligi en fazla olan dokunun da sinoviyal doku kaynakli kok hiicreler

oldugu saptanmistir (27).

2.2. LOKAL ANESTEZIKLER

Lokal anestezikler, uygun yogunlukta verildiklerinde uygulama yerinden baslayarak,
sinir iletimini gec¢ici olarak bloke eden maddelerdir. Klinik yogunluklarda
uygulandiklarinda bu etkileri geri doniisiimlii olup, sinir lifi ve hiicresinde herhangi bir

hasar olmaksizin sinir fonksiyonu tamamen geri doner (28).

2.2.1. Tarihcesi

Lokal anesteziklerin ilki olan kokain, Eritroksilon koka yapraklarindan1860 yilinda
Neimann tarafindan izole edilen ilk lokal anestetiktir. Kokainin 1860’da Niemann
tarafindan izole edildikten yirmi yil sonra 1884’de oftalmik anestezide klinik olarak
kullanima sunulmus ve yaklasik otuz yil kullanilmistir (28). Kisa siire sonra kokainin
aligkanlik yapici santral sinir sistemi etkileri bulunmus farkli lokal anestezik arayislari
baslamistir. Kokainin 0zelliklerini gelistirmek icin, Einhorn 1905°de prokaini
sentezlemistir. Einhorn 1904’te paraaminobenzoik asit derivelerinin patentini almis ve
bu bilesiklerden prokain ilk defa etkin ve genis bir sekilde kullanilan sentetik lokal
anestezik olmustur (29). Ancak potent olmayis1 ve allerjik potansiyelinin yliksek olmasi
nedeniyle yeni arayislar baglamistir. 1948’de Lofgren tarafindan lidokain ve daha sonra
1963’de Ekenstein tarafindan bupivakain sentezlenmistir (28,29). Kullamimda olan
hicbir lokal anestezik ajan ideal ajan degildir ve yeni ajanlarin gelistirilme ¢abalar1 hala
devam etmektedir. Bugiin kullannomda olan ve en sik kullanilan ajanlarin biri de
bupivakaindir. Fakat bupivakainin de yiiksek kardiyak toksisiteye sahip olmasi nedeni
ile yeni lokal anestezik arayislari devam etmistir (28,29). Aslinda lokal anestezikler

terapotik etkilerinin uzantis1 olarak beyin ve dolasim sistemi iizerinde toksik etkili
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olduklar i¢in gelistirilecek lokal anesteziklerin hepsi toksik etkiye sahip olacaktir.
Sadece gelistirilen yeni ajanlarin toksik etkilerinin siddeti azaltilabilir. Yeni ve daha az
toksik lokal anestezik gelistirme cabalarinin sonunda 1988 yilinda sentezlenen ve LEA
103 olarak isimlendirilen ropivakain ve 2000’li yillarda sentezlenen levobupivakain,
aminoamid lokal anesteziklere katilan ajanlardandir (28,30). Yeni gelistirilen ropivakain
ve levobupivakain fiziksel, kimyasal ©zellikleri ve etkinligi acisindan bupivakaine

benzer yapidadir (31).
2.2.2. Lokal Anesteziklerin Etki Mekanizmalari

Sinir hiicrelerinde ileti aksiyon potansiyeli olusumlari ile ilerler. Bir uyar1 olmadiginda
sinir hiicresi membraninin iki yiizii arasinda elektriksel yiik (potansiyel) farki vardir. Bu
fark membranin i¢ yiiziinde negatif olmak iizere -70/-90 civarindadir. Buna negatif

istirahat membran potansiyeli adi verilir. Sinir hiicreleri iyonlarin aktif transport ve pasif
difiizyonlar ile istirahat membran potansiyelini korurlar. Na+—K+p0mpas1 Na*’u hiicre
disina atarken K+,u hiicre i¢ine alir. Bu transport 1 veya 2 K™a karst 3 veya 4 Nat
seklinde gerceklesir. Bu durum konsantrasyon gradienti yaratarak K un ekstraseliiler
ve Natun intraseliiler difiizyonunu kolaylastirir (30,32).

Kimyasal, mekanik, termal veya elektriksel uyar1 sonrasi olusan akim sinir aksonu

boyunca iletilir. Uyarinin yayilmasi genellikle sinir membraninin depolarizasyonu ile

olur. Depolarizasyon esik diizeyi gecgerse (-55 mVIuk’bir membran potansiyeli),
membrandaki Na™ kanallar1 aktive olur, hiicre icine ani ve spontan Nat iyon gecisi

gerceklesir. Na+permeabilitesindeki bu yiikselme, +20/4+40 mV’luk membran

potansiyeline yol acan (+) yiikli iyonlarda rolatif olarak asir1 artisa neden olur.
Sonrasinda Na™t permeabilitesinde diisme (Na+ kanallarinin inaktivasyonuna bagli) ve
Kt gecisinde artma (daha fazla K" hiicre disina ¢cikmasina yol agar) membranin istirahat

potansiyeline donmesini saglar. Sonunda Na+p0mpa51 ile bazal konsantrasyon farki

olusturulur. Aksonal membran potansiyelindeki tiim bu degisikliklere aksiyon

potansiyeli ad1 verilir (32). Lokal anesteziklerin Na™ kanallart icindeki 6zel bir reseptore

baglanmasi ile sinir lifleri ve diger uyarilabilir hiicrelerde;
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a) Aksiyon potansiyelinin yiikselis 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.

Lokal anesteziklerin etkileri lokal ve sistemik olup, lokal etkileri sinirlerin yayilim
alaninda goriiliirken, sistemik etkileri doza bagiml olarak ilacin enjekte edildigi yerden

absorbsiyonu ile veya sistemik olarak verilmesiyle ortaya c¢ikar (30,32).
2.2.3. Lokal Anesteziklerin Kimyasal Yapilar1 ve Simflandirilmasi

Lokal anesteziklerin hepsi yagda eriyen alkoloidlerin suda eriyen tuzlaridir. Lokal
anestezikler genellikle bir benzen halkasi olan lipofilik bir grup ile genelde tersiyer amin
olan hidrofilik grup ve bunlar1 ayiran ester veya amid bagi i¢eren ara karbon zincirinden
olusur. Ara zincirin yapisi, lokal anesteziklerin ester ve amid grubu olarak
siniflandirilmasini saglar. Lokal anesteziklerin fizikokimyasal 6zellikleri; ara zincirdeki
bagin tipine ve amin nitrojene bagl alkil gruplarina gore belirlenir. Lokal anestezikler
hem bazik hem de asidik yiik tasidiklar1 i¢in amfoterik 6zellik gosterirler ve bu nedenle

degisik pH degerlerinde ¢oziinme 6zelligine sahiptirler (33).
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Amino Grup Esterler

Ester grubu lokal anestezikler benzoik asit veya orto, meta, para aminobenzoik asit
tiirevleridir. Ester bag1 genellikle stabil olmadigindan bu ajanlar soliisyon icinde hidroliz
ile viicutta ise plazma kolinesteraz ile yikilmaktadir. Ester hidrolizi cok hizlidir ve suda
coziinen metabolitleri idrarla atilir. Metabolitlerden biri olan para-aminobenzoik asit
(PABA) allerjik reaksiyona neden olabilmektedir (28). Genetik olarak anormal
psodokolinesterazi olan hastalarda metabolizma yavaslayacagi i¢in toksik yan etki riski
yiikselir. BOS’ta esteraz enzimi olmadigindan intratekal verilen ester tipi lokal
anestezigin etkisinin sonlanmas1 kana absorbsiyonu ile gerceklesir (33). Ester bagi kisa
etki stiresi ve toksisitenin azalmasi gibi ozellikleri de saglamaktadir. Kokain, prokain,

klorprokain, tetrakain ester grubu lokal anesteziklerdir (28).

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. Lokal anesteziklerin etkilerinin ortaya ¢ikis

stireleri, ilaglarin lipid ¢oziiniirliigii ve proteinlere baglanma 6zellikleri ile iliskilidir.

Lokal anestezikler etkilerinin ortaya ¢ikis siireleri agisindan, iic temel kategoride

siniflandirilirlar.

1. Diisiik potensli (kisa etki siireli): Prokain, 2-kloroprokain

2. Orta potensli (orta etki siireli): Lidokain, mepivakain, prilokain

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

levobupivakain (28).
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Tablo 2. Baz1 Lokal Anesteziklerin Fizikokimyasal Ozellikleri (5).

Bupivakain Levobupivakain
Molekiiler Agirligi (D) 288 288
pKa 8.1 8.1
Liposolubilite 30 30
Partisyon Katsayisi 28 28
Proteine Baglanma (%) 95 95

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.
Cm degerini etkileyen faktorler

1. Lif kalinh@:: Sinir lifinin kalinligi, tipi ve miyelinizasyonu Cm.’yi etkiler. Lokal
anesteziklerin etkisi lifler inceldik¢e artmaktadir. Bu kural A grubu lifler icin gecerlidir.

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

3. Elektrolit konsantrasyonu: Lokal anestezik potensi doku ortaminin 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 biiyiik sinirlerde motor lifler, genellikle ¢cevrede yerlestiginden ilaca daha
erken ve fazla maruz kalirlar. Bu nedenle motor lifler sensoryal liflerden daha erken

bloke olabilirler (28).
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2.2.5. Lokal Anesteziklerin Farmakokinetik Ozellikleri
Absorbsiyon

Saglam ciltten absorbe olmazlar. Lokal anestezikler mukoz membranlarda topikal olarak
veya cesitli dokulara enjekte edilerek kullanilabilir. Bir ¢cok mukoz membran lokal
anestezik gecisine karsi zayif bariyer olusturur, bu durum hizli etki baslangicina yol
acar. Bununla beraber, saglam ciltten emilebilmeleri i¢in lokal anestezigin icerdigi su
konsantrasyonunun yiiksek olmasi ve analjezi saglamasi icin de lipid ¢oziiniirligi
yiiksek olan bir baz icermesi gereklidir. Uygulanan lokal anestezigin sistemik

absorbsiyonu kan akimina baglidir (30).
Absorbsiyonu etkileyen faktorler:
— Enjeksiyon yeri

Bir lokal anestezigin uygulandigi bolgenin kanlanmasi ne kadar fazla ise emilim de o
kadar fazladir. Buna gore emilim en hizlidan yavasa dogru soyle siralanir; intravenoz,
trakeal, interkostal, kaudal, paraservikal, epidural, brakiyal pleksus, intratekal, siyatik,

subkutanoz.
— Vazokonstriktor eklenmesi

Epinefrin ya da daha az siklikla fenilefrin, norepinefrin eklenmesi uygulama bolgesinde
vazokonstriksiyona yol acarak absorbsiyonu azaltir. Boylece noronal alim artar, etki

stiresi uzar ve toksik yan etkiler sinirlanir.
— Lokal anestezik ilacin tipi

Yiiksek doku baglanma ozelligi olan lokal anestezikler daha yavas absorbe olurlar.
Ayrica kokain hari¢ tiim lokal anesteziklerin intrensek vazodilatator etkileri vardir ve
bunun derecesi absorbsiyon hizini etkiler. Lipofilik o6zelligi olan ajanlar akitma
yerindeki dokulara daha fazla baglanarak daha az sistemik emilime neden olurlar. pKa,
bir maddenin katyon (iyonize) ve serbest (non-iyonize) baz miktarinin esit oldugu pH
degeridir. Ilacin pKa’s1 fizyolojik pH’a ne kadar yakinsa, o kadar ¢ok dissosiye olur ve

etki baglangic1 hizlanir.
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- Lokal anestezik dozu
Uygulanan lokal anestezik dozu ve pik kan anestezik diizeyi dogru orantilidir (28,30).
Dagilim

Lokal anesteziklerin biiyiik bir kismi plazmada proteinlere baglanarak, bir kismi da
eritrositlere girerek dokulara dagilir ve orada tutulur. Plazma proteinleri ile eritrositlere
baglanma arasinda ters bir iliski vardir. Amid yapili lokal anestezikler plazmada
proteinlere daha fazla baglanirlar. Baglanma albiimin ve a]-asit glikoproteine olur.
Romatoid artrit, yanik, miyokard enfarktiisii, kanser, travma, renal transplantasyon,
enflamatuar hastaliklar ve tiremi gibi durumlarda proteinlerin diizeyi artarken,
yenidoganda erigkine gore daha diisiiktir. Bu degisiklikler, ilacin karacigerde
tutulmasini ve inaktive edilmesini etkiler. Lokal anestezikler akciger dokusu tarafindan
hizlica tutulur, bu da pulmoner dolasimdan gecen ilacin kandaki konsantrasyonunun
belirgin olarak diismesine neden olur. Akcigerin tuttugu ila¢ miktar: lokal anestezigin
tipine gore degisir. Lokal anestezikler kan-beyin bariyeri ve plasentay1 kolayca gecer.

Mideden absorbe olmazlar (28,30).
Lokal anesteziklerin dagilimin etkileyen faktorler;

— Doku perfiizyonu: Damardan zengin dokular, ilacin plazmadan hizla alindig: ilk
fazdan sorumludurlar. Daha yavas olan fazda ise ilag, perfiizyonu daha az olan dokulara

dagilir.

— Doku-kan dagihm Kkatsayisi: Giiclii protein baglanma kapasitesi ilacin kanda
kalmasint saglarken, yiiksek yagda c¢oziiniirlik ilacin doku tarafindan alimim

kolaylastirir.

— Doku miktar1: Kas dokusu biiyiik kitlesinden dolay1 lokal anestezikler i¢in en biiyiik

rezervuardir (28,30).
Metabolizma ve atilim

Lokal anesteziklerin metabolizmas1 ve atilimi ester veya amid yapili olmalarina gore
degisir. Ester grubu lokal anestezikler, pseudokolinesteraz enzimi ile hizrolize ugrar.

Ester hidrolizi ¢ok hizlidir. Suyla atilan metabolitleri idrar ile atilir. Bir metabolit olan
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PABA, alerjik reaksiyonlardan sorumludur. Genetik olarak anormal enzim aktivitesi
olan hastalarda metabolizma yavasladigindan, toksik yan etki goriilme sikligi artar.
Serebropsinal sivida enzim bulunmadigi icin intratekal verilen ester tipi lokal

anesteziklerin etkisinin bitmesi o bolgeden kan akimina karigsmasi ile olur.

Diger ester tipi lokal anesteziklerden farkli olarak kokain, kismen karacigerde

metabolize olur ve kismen de degismeden idrarla atilir.

Amid yapili lokal anestezikler, karacigerde mikrozomal enzimler tarafindan metabolize
edilir. Metabolizma hizi lokal anestezige gore degisir ancak ester hidrolizinden daha
yavastir. Karaciger kan akiminin azalmasi, siroz, konjestif kalp yetmezligi, hipotermi ve
halotan, simetidin, propranolol gibi ilaclar lokal anesteziklerin yikimmi veya
uzaklagtirilmasini zorlastirir ve hastalarda sistemik toksisite goriilme orani artar.
Metabolitlerin atilimi renal klirense baghdir ve ¢ok az miktarda ila¢c degismeden atilir

(28,30).
2.2.6. Lokal Anestezik Etki Siiresinin Uzatilmasi

Vazokonstriktor kullammmi: Bu amacla kullanilan, adrenalin, noradrenalin, efedrin ve
baz1 sentetik vazokonstriktorler lokal anestezigin absorbsiyonunu geciktirirler. Boylece
lokal anesteziklerin hem etki siireleri uzar, hem de sistemik toksik etkileri azalir.

Vazokonstriktorlerle damarlarin daralmasi sonucu kanama azalir.

Karbonasyon: Lokal anesteziklerin karbondioksit ile doyurulmus hidrokarbonat

preparatlart doku icine verildiginde, lipofilik olan CO?2 hizla sinir gévdesi icine ve lifleri

arasina girer ve bolgesel asidoz olusturur. Boylece sinir lifi i¢indeki iyonize lokal
anestezik yogunlugu artar. Bu sayede karbonatl soliisyon ile daha hizli ve daha giiclii

bir lokalanestezi elde edilir. Karbonasyonun bir sakincasi,CO2’in yaptig

vazodilatasyonun ilacin absorbsiyonunu hizlandirmasidir .

Alkalinizasyon: Lokal anestezik soliisyonunun pH'sinin HCO3 eklenmesi ile fizyolojik

pH’ya yaklastirilmasi, serbest iyonize kismini artirarak, ilacin sinir lifi ve membranina

diffiizyonunu kolaylagtirmakta ve etki baslangicini hizlandirmaktadir (28).
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2.2.7. 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 kaynaklandigi bilinmektedir. Travmatik enjeksiyon,
yiiksek ila¢ konsantrasyonu, kotii 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 goriilmemektedir.

d. Yiiksek dozaj: Yiiksek plazma diizeyleri, hizli absorbsiyon veya hatali intravaskiiler
enjeksiyon ile gelisebilmektedir. Na+ kanallarinin blokaji viicutta aksiyon potansiyelinin
yayitlmimi etkilediginden lokal anesteziklerin sistemik toksisite riski vardir. Lokal
anestezik karisimlart aditif toksik etkiye sahiptir (30). Lokal anestezik ajanlarin uygun

olmayan i.v enjeksiyonu yasami tehdit eden SSS ve KVS toksisitesine neden olabilir.

Santral sinir sistemi (SSS) iizerine etkileri: Uyanik hastada yiiksek dozun ilk
bulgular1 SSSile ilgilidir. Lokal anestezikler kan-beyin engelini kolaylikla astiklarindan
SSS belirtileri sik goriiliir. Erken semptomlar huzursuzluk, bas agrisi, bag donmesi, agiz
cevresinde uyusukluk ve dilde parestezidir. Duyusal yakinmalar kulakda ¢inlama ve
bulanik gormedir. Kas segirmeleri tonik-klonik nobetlerin baglayacaginin habercisidir.

Bunlar siklikla koma ve solunum arresti takip eder (30).

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
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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 (30).

Solunum sistemi iizerine etkileri: Erken donemde solunum hiz1 ve derinligi artar, daha

sonra dispne, apne ve solunum arresti meydana gelir. Hipoksik cevabi (diisiik Pcoy’e

solunumsal yanit) deprese eder. Frenik ve interkostal sinir paralizisi veya dogrudan lokal
anesteziklerin mediiller solunum merkezini deprese etmesi apneye neden olabilir.
Bronsial diiz kaslarda gevseme yapar. Intravensz lidokain (1,5mg/kg) entiibasyona bagli

bronkokonstriiksiyonu bloke etmede etkili olabilir (30).

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 (30).

Norotoksisite: Klinikte kullanilan lokal anestezikler nadiren lokalize sinir hasari
olustururlar. Sodyum bisiilfid iceren, diisiik pH’l1 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 “transient neurologic symptoms (TNS)” gozlenmistir (34).
Teropatik araligin iistiinde lokal anestezigin epidural araliga verilmesi sinir koklerinde
kalic1 histolojik ve fonksiyonel hasarin doza bagl olarak meydana geldigi gozlenmistir

(35).

Kas iskelet Sistemi Toksisitesi: Biitiin lokal anestezik ajanlar iskelet kasina direkt
enjekte edildiklerinde miyotonik etki gosterirler (bupivakain>lidokain>prokain). Birlikte
steroid veya epinefrin kullanimi toksisiteyi artirir. Miyofibril hiperkontraksiyonu, litik
dejenerasyon, O0dem ve geri doOniisimlii nekrozla sonuclanir. Seri ve siirekli

uygulamalardaki kas hasar1 doza bagli olarak geri doniisiimsiiz hale doniisebilir (36).

21



Steroselektivite ve lipofilik Ozellik lokal anestezik miyotoksisitesindeki patogenezde

onemli rol oynamaktadirlar (37).
Lokal Anesteziklerin Kondrosit Toksisitesi;

Son yillarda, lokal anestezik ilaglarin tek seferlik enjeksiyon veya siirekli infiizyon
seklinde eklem araligina uygulanmasi, 6zellikle artroskopik cerrahide perioperatif agri
kontrolii i¢in iyl tamimlanmis bir analjezi teknigi olarak kabul g&rmiistiir. Bu amacla
tercih edilen yontemler arasinda, lokal anestezik iceren soliisyonun; cerrahi ekip
tarafindan operasyon bitiminde intra-artikiiler enjeksiyonu veya operasyon sahasina
yerlestirilen kateterden elastomerik balon pompasi araciligr ile tek seferlik enjeksiyon

veya siirekli infiizyon seklinde uygulanmasi yer almaktadir (38,39).

Tek basina veya diger ilaglarla birlikte kullanilan lokal anesteziklere uzun siire maruz
kalan eklem kondrosit hiicrelerinde potansiyel olarak hasar olustuguna dair ¢ok sayida

olgu raporlari mevcuttur.

Bu baglamda, yapilan hayvan deneyleri, genel olarak kullanilan lokal anesteziklerin
tiimiiniin doz ve zaman bagimli olarak kondrositler {izerinde toksik etkili oldugunu (40),
eklem icine yiiksek konsantrasyonda, uzun siire ve Ozellikle metilprednizolon ve
epinefrin eklenerek yapilan lokal anestezik uygulamalarmin bu kondrotoksisiteyi ¢ok
daha fazla arttirdigin1 gostermistir (41). Kondrositler iizerine en toksik ajanin
bupivakainin oldugu, mepivakainin ise lidokainden daha az toksik oldugu gosterilmistir.
Cesitli faktorlerden etkilenmekle birlikte, anesteziklerin eklemler iizerindeki toksik
etkisinin bir saatten daha kisa siirede basladigi ve uygulamadan 6 ay sonra bile bu

etkinin devam ettigi gosterilmistir (3,42).

II. Sekonder olarak ajan veya blogun yarattig1 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: Uygulama sirasinda
gelisen senkop, mani, histeri, kalp yetmezligi, beyin kanamasi1 ve koroner spazm

bunlardan bazilaridir.
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2.2.8. Lokal Anesteziklere Bagh Kikirdak Dokudaki Histopatolojik Degisikliklerin

Patogenezi

Lokal anesteziklerin sebep oldugu lokal ve sistemik toksisiteyi ilgilendiren bir¢ok
literatiir olmasina ragmen bu ajanlarin kondrositler iizerindeki direk etkileri ile ilgili
bilgiler ¢cok azdir. Bu yiizden lokal anestezikler tarafindan tetigi c¢ekilen toksisite
mekanizmasinin ne oldugu hala agik degildir (43). Lokal anesteziklerin kondrositler
tizerindeki toksik etkisini aciklamaya calisan, K kanal blokaji ve mitokontrial
zedelenmeyi de i¢ine alan c¢esitli mekanizmalar ileri siiriilmiistiir. Lokal anesteziklerin
mitokontrial zedelenmeyi artirdigi, ATP ve mitokontrial protein seviyesini azalttig

gosterilmistir (9).

Yiiksek konsantrasyondaki bupivakain icin potent bir mitokontrial inhibitor
denilenebilir. Mitokontrial kompozisyonlardaki farkliliklar veya respiratuar kararl
durum, farkli hiicre tiplerinde farkli toksik etkileri gozlenen bupivakainin
sensitivitesindeki farkliliklarr agiklayabilir. Ayrica mitokondriyal respiratuar zincirdeki
kompleks I-IV ve sitrat sentaz aktivitesinin azalmasida ATP sentezinin azalmasina
neden olmaktadir (44). Bupivakain, kaspaz-3,-8,-9’u aktive ederek reseptor veya
mitokondri bagimli apoptozis ile DNA fragmantasyonunda rol oynamaktadir.
Bupivakain uygulamasindan sonra prokaspaze-3 ve prokaspaze -9 diizeylerinin azaldigi,
151 sok proteini, C-jun ve C-gen gibi bircok apoptozis ile ilgiligenlerinin ise
eksperesyonunun arttigi gozlemlenmistir (45). Bupivakain maruziyetinden sonraki 1.
haftada kikirdak metabolizmasinda azalma, 3 ay sonra ise artmis siilfat alim1 ve yiiksek
proteoglikan icerigi ile karakterize artmis "anabolik aktivite" tespit edilmistir. Bu
celigkili sonu¢ ise kikirdak fonksiyonlarmin uygulamadan sonra gecici olarak

bozuldugunu diistindiirmektedir (46).
2.2.9. Bupivakain (Marcaine®)

Bupivakain, 1957 yilinda isve¢’de Ekenstan ve arkadaslar 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 yapili

uzun etkili bir lokal anestezik ajandir. Piperidin halkas1 iizerine butil grubu eklenmistir

Kimyasal adi, “L-n-Butyl-DL-Piperidin 2-Carbonsaure 2-6 dimethylanilid”dir.
Molekiiler formiilii; C18H28N20.HCI seklindedir (5,28).
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Sekil 4. Bupivakain
Farmakokinetik Ozellikleri

Bupivakainin molekiil agirligir 288, erime noktas1 258°C, dissosiyasyon katsayist (pKa)
8,1 partisyon katsayis1 27,5 olup, bupivakainin plazma klirensi 0.58 1t/dk, eliminasyon
yarilanma siiresi 2.7 saat ve hepatik ekskresyon oram1 0.40’tir. Basta o-1 asit
glikoprotein olmak iizere plazma proteinlerine % 96 oraninda baglanir. Plasentay1
kolaylikla gecer. Plazma proteinlerine baglanma orani anneye gore fetiiste daha

diisiiktiir.
Farmakodinamik Ozellikleri

Epidural araliga 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 icinde 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 ic¢in  %0,25
konsantrasyonunda, alt ektremite cerrahisinde % 0,5 konsantrasyonunda ve batin
operasyonlarinda ise % 0,75 konsantrasyonda 20 ml voliim olarak uygulanmaktadir

47).
Metabolik ozellikleri

Amid yapili oldugu i¢in primer olarak kasda metabolize edilir. N-dealkalizasyona ugrar,
ilacin cok kiigiik bir miktar1 ise degismeden idrarla atilir. Plasenta bariyerini pasif
diffiizyonla gecer. Proteinlere yiiksek oranda baglanmas1 nedeni ile plasental diffiizyonu

da diisiiktiir. Fetus lizerindeki etkilerine ait kesin sonuglar bildirilmemistir (47).
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Etki Mekanizmasi

Uyarilabilir hiicre membranlarinda Na+ kanallarinin agilmasini engelleyerek hiicre i¢ine
yonelik hizli Na+ akimin1 doza bagh bir sekilde azaltir. Doza bagl olarak kalpte Na+
kanallarim1 bloke ederek aksiyon potansiyelini uzatir ve miyokardin kontraksiyonunu

deprese eder. Bu etki, bupivakainde digerlerine gére daha belirgindir (28).
Anestezik Etkisi

Bupivakain yaklasik 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 06zelliginden dolayr dogum analjezisi ve postoperatif
analjezide popiiler bir ajan haline gelmistir. Bupivakain; rejyonel intravendz anestezi

(RIVA), presakral ve paraservikal bloklar icinde uygun degildir (28,47).
Sistemik Toksisite

Asirt dozun neden oldugu yiiksek plazma yogunluklari, hizli absorbsiyon ve en sik
olarak da yanliglikla damar ici enjeksiyon sonucu ortaya cikar. Bupivakainin toksik doz
konsantrasyonu 4-5 pg/ml olup total dozu 2-2,5 mg/kg’t gecmemelidir. Maksimum
Onerilen doz eriskin hasta icin 200 mg’dir, eger adrenalin eklenirse 250 mg
gecmemelidir. Tekrarlanan dozlar ilk dozun yarisi veya % i kadar tekrarlanabilir, fakat
24 saatte maksimum 400 mg’1 gecmemelidir. Kan tablosunda bir degisiklik yapmaz,
methemoglobinemiye sebep olmaz. Sistemik toksik etkisi KVS ve SSS iizerine

olmaktadir (47).

Bupivakainin R ve S olmak iizere iki izomeri mevcuttur. R izomeri, S izomerine oranla
A-V iletim zamanini1 daha belirgin sekilde uzattig1 gibi, hem Na+ hemde K+ kanallarini
inhibisyonunda daha potenttir. Kardiyak miyositlerde intraselliiler Ca++ artisindan
sorumlu olan sarkoplazmik retikulumdan Ca++ saliniminda, R izomerinden daha potent
izomer olan S izomeri i¢in steroselektivite gosterir. Bu durum S izomer i¢in azalmis
toksisitesini agiklamaktadir. Steroselektivite ve lipofilik 6zellik lokal anesteziklerin
miyotoksisitesinde patogenezde Onemli risk tasimaktadir. Rasemik bupivakain doku

hasarin1 daha belirgin yapmaktadir (48). Ayrica bupivakainin olumsuz kardiyak
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etkilerinin, Ca++ kanallar1 ve intraselliler Ca++ akimi ile etkilesimine ve

mitokondrilerde ATP sentezi iizerine olan etkilerine bagli oldugu bulunmustur (5).
Santral Sinir Sistemine Etkileri

Bupivakain ile olusan SSS toksisitesinde, diger lokal anesteziklerdeki gibi baslangicta
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, bulanti kusma goriiliir. Depresyon belirtileri olarak da oryantasyon
bozuklugu, sedasyon, biling kaybi, arteriyel kan basincinda diisme, kalp atim hizinda

azalma veya durma ve apne gelisir (28,47).
Kardiyovaskiiler Sisteme EtKileri

Kardiyotoksisite, muhtemelen hem dogrudan hem dolaylh kardiyak etkilerinin
sonucudur. Dogrudan etkileriyle kardiyak debide azalma, hipotansiyon, kardiyak arreste
yol acgabilecek ventrikiiler tasikardi ve kalp blogu gostergesi olan EKG degisikliklerini
de iceren kardiyotoksisite olusur. Dolayli etkiler sempatik kardiyak innervasyonun
blokajim veya diger SSS ile ilgili mekanizmalar1 icerebilir. Miyokardiyal Na+
kanallarmin blokaji, iletim gecikmesine ve QRS uzamasina yol acar. Bupivakainin
kardiyotoksisitesi, yiiksek lipofilik 6zelligine ve miyokard Na+ kanallarina kars1 yiiksek
afinitesine baghdir. Yiiksek dozda hizli veya ven igine yanlislikla enjeksiyon
yapildiginda; ©nce atriyoventrikiiler ileti yavaslar. EKG’de QRS kompleksinde
genisleme, hipotansiyon, bradikardi gelisebilir ve oldukca 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 (28,47). Lokal
anesteziklere bagl kardiyovaskiiler kollapstan etkilenen hastalarin resiisitasyonu
konusunda iimit verici bir gelisme olan Intravensz Lipid Emiilsiyonu (IVLE) kullanimi

hizla yayginlagsmaktadir (49).
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Kikirdak Dokusu Uzerine Etkileri

Tek basina veya diger ilaglarla birlikte kullanilan lokal anesteziklere uzun siire maruz
kalan eklem kondrosit hiicrelerinde potansiyel olarak hasar olustuguna dair son yillarda
artan sayida olgu raporlari, bu teknige ait kaygilarin ortaya ¢ikmasina neden olmustur.
Bu baglamda, yapilan hayvan deneyleri, lokal anesteziklerin 6zellikle de bupivakainin
doz ve zaman bagimli olarak kondrotoksik oldugunu, 6zellikle epinefrin ile birlikte

uygulanmasinin bu toksisiteyi cok daha fazla arttirdigin1 gostermistir (40).

In vivo tavsan modelinde tek sefer intraartikiiler %0,5 konsantrasyonda bupivakain
enjeksiyonundan 10 giin sonra eklem kikirdaginda inflamasyona ait histolojik kanitlar

gosterilmistir (50).

Domuz eklem kikirdaginda %0,5 bupivakainin etkilerini gosteren diger bir in vivo
calismada ise 3 giinliik caligma siiresi boyunca proteoglikan sentezinin gecici olarak

baskilandigint gostermislerdir (51).

Chu ve ark. (42) in vitro model kullanarak hem hiicre kiiltiiriinde, hem de osteokondral
eksplantlarda bupivakain maruziyetinin etkilerini arastirmislardir. Gomoll ve ark. (52)
ise tavsan omuz modelinde glenohumeral ekleme yerlestirilen bir kateter araciligi ile 48
saat boyunca bupivakain inflizyonu uyguladiklar1 in vivo caligmalarinin sonuglarini
yaymlamiglaridir. Her iki c¢alisma da kondrosit oliimi ve azalmis kikirdak

metabolizmasi ile karakterize kondrotoksisite varligini ortaya koymay1 bagarmstir.

Tavsan omuz modelinde, erken donemde gozlenen kondrotoksisitenin gegici olup
olmadigini veya eklem kikirdaginda asikar ve kalic1 degisiklikler yaratip yaratmadigini
uzun donem takipler sonrasinda ortaya koymay1 hedefleyen in vivo bir baska calismada
intraartikiiler bupivakain infiizyonunun uygulamadan 3 ay sonra kikirdak fonksiyonunda
kalic1 herhangi bir degisiklige neden olmadigim1 ortaya koymustur. Diger taraftan,
bupivakaine maruz kalmis kikirdakta karsi taraf veya salin uygulanmis eklem ile
kiyaslandiginda artmus siilfat alimi ve yliksek proteoglikan icerigi ile karakterize artmis
"anabolik aktivite" tespit edilmistir. Bu celiskili sonuglar deneysel modellerde kikirdak
fonksiyonunun bupivakain maruziyetinden sonra gecgici olarak bozuldugunu

gostermektedir.
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Bupivakain maruziyetinden sonraki 1. haftada kikirdak metabolizmasinda azalma
olmakta ancak 3 ay sonra kikirdak metabolizmasi yalnizca diizelmekle kalmayip ayni
zamanda artmaktadir. Bu sonucun muhtemel agiklamasi ise 3. ayda artmis olan
proteoglikan sentezinin zararli uyaranlara karsilik onarict bir yanit olusturmus

olabilecegidir (46).

Fizyolojik bir model kullanarak insan kondrosit canlilig1 tizerine agri pompasi araciligi
ile uygulanan epinefrinli lidokain ve bupivakainin etkilerini degerlendirmek {izere
tasarlanan bir bagka c¢alismada, uygulamadan sonraki 24, 48 ve 72. saatlerde epinefrin
iceren lokal anesteziklere maruz kalan kiiltiirlerde kondrosit canliliginda belirgin
diizeyde azalma tespit edilmistir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda epinefrinli
lidokainin en yiiksek oranda nekroza neden oldugu ortaya koyulmustur. Bu deneysel
caligma siiresi boyunca %1 lidokain uygulanan kiiltiirlerde kondrosit canliliginin ¢ok az
miktarda degistigi ancak 48. saatte istatistiksel acidan anlamli diizeye ulastigi ortaya
koyulmustur. Kontrol gruplan ile kiyaslandiginda 48 saate kadar %0.25 ile %0,5’lik
bupivakainin kondrosit canlilii {izerine minimal etkisi oldugu ancak 72 saat boyunca
kullanilan %0,5’lik bupivakainin ve epinefrin iceren tiim medikasyonlarin belirgin

oranda hiicre 6liimiine yol agtig1 gosterilmistir (53).
2.2.10. Levobupivakain (Chirocaine®)

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

enantiomeri olan uzun etkili aminoamid yapida bir lokal anesteziktir (6,54).

Kimyasal adi , “S-1 butil, 2-piperidil, farmo 2’,6’ xy lipid hidroklorid” dir. Molekiil
formiilii; CI8H28N20’ seklindedir (6).
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Sekil 5. Levobupivakain
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Farmakokinetik Ozellikleri

Levobupivakainin plazma konsantrasyonu, doza ve uygulama yoluna bagli olup,
uygulama yerindeki emilimi, dokunun vaskiilaritesiyle iligkilidir. Levobupivakainin %
0,5 veya % 0,75’1lik konsantrasyonlarindan 15 ml’ nin epidural enjeksiyonu sonrasinda
pik plazma konsantrasyonlar: sirasiyla 0,582 ve 0,8-1 mg/L iken, bu konsantrasyonlara

0,37 ve 0,29 saatte ulasildigr bildirilmistir (6,54).

Levobupivakain yiiksek (%97), oranda plazma proteinlerine baglanir, ortalama
yarillanma omrii 1,4 saattir. Total plazma klirensi intravenoz infiizyondan 8 dk sonra 39

L/saattir. Infiizyondan 15 dk sonra eliminasyon yar1 6mrii 2,06 saattir (6,54).
Metabolizmasi

Levobupivakainin ana metaboliti olan 3-hidroksi levobupivakain, glukuronik asid ve
siilfat ester konjugatlara ¢evrilerek idrarla atilir. Levobupivakain, sitokrom p450 (CYP)

sisteminin CYP1A2 ve CYP3A4 izoformlar tarafindan metabolize edilir (6,54).
Etki Mekanizmasi

Levobupivakain, noronal membranlarda voltaj-duyarli iyon kanallarinin blokajiyla sinir
impulslarinin gecisini Onleyerek etki gosterir. Na+ kanallarini acilmasini Onleyerek,

lokalize ve geri doniislii anestezi olusturur (6,54).
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 direngte degisimler yaptig1 bildirilmistir. Genelde invitro, invivo ve
goniilliilerdeki sinir blokaj calismalarinda levobupivakainin potensinin bupivakain kadar

oldugu, benzer duyusal ve motor blok olusturdugu gosterilmistir (6,54).

Terapotik uygulamayi takiben, levobupivakainin plazma konsantrasyonu, doza ve
uygulama yoluna bagli olup uygulama yerindeki emilim, dokunun vaskiilaritesi ile

ilgilidir.
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Kardiyovaskiiler Sisteme EtKileri

Yapilan hayvan calismalarinda bupivakainden daha az toksik etkiye sahip oldugu, QRS
genislemesi ve aritmi goriilme sikligimin daha diisiik oldugu gosterilmistir (55). izole
perfiize tavsan kalpleriyle yapilan ¢alismalarda, levobupivakainin bupivakainden daha

az kardiyotoksik etkiye sahip oldugu gosterilmistir (54).
Santral Sinir Sistemine Etkileri

Levobupivakainin ortalama konvulzif dozu bupivakaine gore daha yiiksektir. SSS uyari
bulgular1 bupivakain ile daha ge¢ baslar ve daha uzun siirer. Levobupivakainin SSS yan
etkilerinin daha az oldugu gosterilmistir (55). Hayvan calismalarinda konviilziyon ve
apne olusturma olasiliginin daha diisiik oldugu gosterilmistir. Levopubivakainin
vazokonstriktor etkisinin daha ¢ok olusu, ortaya c¢ikan duyusal blogu daha uzun

siirmesini ve SSS toksisitesinin daha diisiik olmasini agiklamaktadir (6,55).

2.3. KIKIRDAK DOKUDA LOKAL ANESTEZIiKLERE BAGLI SUBSELLULER
DEGIiSIKLIiKLER VE INCELENME YONTEMLERI

2.3.1. Apoptozis

Cok hiicreli organizmalarda hiicre boliinmesiyle artan hiicre sayisi hiicre oliimleriyle
dengelenir. Eger bir organizmada bir hiicreye artik gereksinim duyulmuyorsa, hiicre ici
haberci sistemler aktive edilerek o hiicrenin intihar siireci baslatilir. Bu intihar siireci
Yunanca’da yaprak dokiimii anlamina gelen apoptoz ya da programli hiicre 6liimiiyle
gerceklesir. Hiicre oOliimleri fizyolojik sartlarda meydana geldigi icin bu oliim sekli
fizyolojik hiicre oliimii (physiological cell death) olarak da adlandirilir. Canlinin basarili
bir organ gelisimini saglayabilmesi embriyonik gelisim sirasinda gerceklesen hiicre
Olimlerine baghdir. Apoptoz; gelisim, dokularda hiicre populasyonun korunmasi ve
yaglanma gibi hemostatik bir mekanizmanin saglanmasi amaciyla fizyolojik olarak
meydana gelir. Bunun yaninda apoptozis hiicreler, hastaliklar veya cesitli ajanlar
tarafindan zarar gordiigiinde veya immunolojik reaksiyonlarda koruyucu bir mekanizma
olarak ortaya c¢ikar. Apoptotik hiicreler organizmanin bazi1 dokularinda ve hiicrelerinde
stirekli olarak olugmakta ve omiir boyu devam etmektedir. Boylece 6liim (apoptoz) ve
yeniden yapim (mitoz) bu dokularda doku homeostazisini korumak adina dinamik bir

denge halinde siirekli devam eder (56).
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Apoptotik Hiicrede Gozlenen Degisiklikler;

Apoptoz i¢in sinyal alindiktan sonra hiicrede bir¢cok biyokimyasal ve morfolojik degisim
gozlenir. Hiicre kii¢iilmeye ve kondanse olmaya baslar, hiicre iskeleti dagilir ve ¢ekirdek

zan yer yer erirken ¢cekirdek DNA’s1 da parcalara ayrilir (57).

Apoptoza ugrayan bir hiicrede laminin ve aktin filamentlerinin parcalanmasi sonucu
sitoplazma cekilmeye ve kiiciilmeye baslar. Kromatin ve cekirdekte bulunan yapisal
proteinlerin parcalanmasi sonucu cekirdekte kondensasyon baslar ve cogu zaman
cekirdek, kromatinin ¢ekirdek membraninin i¢ yliziine yerlesmesi nedeniyle at nali
biciminde goriiliir. Hiicre biiziilmeye ve Kkiiciilmeye devam ederek makrofajlarin
taniyabilecegi ve normal hiicrelerden daha kolay ayirt edilebilecegi membranla cevrili
kiiciik parcalara ayrilir. Iclerinde sitopldzma, sikica paketlenmis organeller ve hatta
cekirdek parcalari da mevcut olan apopitotik cisimler meydana gelir (56,58,59).
Cekirdekte hiicre gibi biiziisiir ve bazen membranla sarili birka¢ parcaya ayrilabilir.

Niiklear porlar kromatinin membrana komsu olmadig1 bolgelerde yogunlasirlar (58).

Apoptoz sirasinda apoptotik hiicrelerin membranlarinda da degisiklikler olur. En
belirgin degisiklik normalde hiicre membraninin sitoplazmik yiizeyinde yer alan negatif
yiiklii fosfotidilserin birimlerinin hiicre membranin dis yiizeyine ¢ikmasidir. Bunun
sonucu olarak kollektin (Clq) adi verilen c¢esitli proteinler apoptotik hiicre zarina
baglanmaktadir. Normalde hiicre zarinda gizlenmis olan N-asetil glikozamin ve N,N-
diasetilsitabroz molekiilleride apoptoz sirasinda aciga c¢ikarlar ve makrofajlar tarafindan
taninirlar (59). Apoptotik hiicrelerde goriilen morfolojik membran degisikliklerinden
biri de hiicre igeriklerini igerisine alan ve membranla c¢evrili vezikiiller bigiminde
apoptotik hiicrelerden kopan tomurcuklardir. Bu kiigiik tomurcuklar apoptotik cisim
olarak da adlandirilirlar. Hiicrelerdeki bu degisiklikler apoptotik siirecin sonlarina dogru

goriiliir (56).

Apoptozun en belirgin 6zelligi hiicre i¢i Ca ve Mg bagimli endojen endoniikleaz
enziminin  aktivasyonu ile kromozomal DNA’nin niikleozomal birimlere
parcalanmasidir. Apoptotik hiicrelerin DNA’s1 agaroz jel elektroforezinde merdiven
basamagina benzer (ladder formasyonu) bir yap1 bi¢iminde goriiliir. Bu, apoptoz icin
tipik bir goriinim saglar (56). Fragmantasyon apoptotik hiicrelerde CAD (caspase

activated DNaz-kaspazla-aktiflesen deoksiriboniikleaz) enzimi tarafindan DNA’nin
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niikleozom birimlerine ayrilmasiyla saglanir. CAD normal hiicrelerde ICAD’a (inhibitor
of caspase-activated deoxyribonuclease-kaspazla aktiflesen deoksiriboniikleaz
inhibitorii- DNA fragmentasyon faktor 45) bagh inaktif formda bulunur ancak apoptoz
sinyali alan hiicrelerde kaspaz 3 tarafindan aktive edilir ve bu enzim DNaz
(endoniikleaz) oldugu i¢in ¢ekirdek DNA’sinin siiratle 180-200 baz ciftlik niikleozomal

fragmanlara ayrilmasini saglar (56).

Bu degisikliklerin yani sira erken donemde apoptotik hiicreler iizerinde gelisen cepcikler
(blebs) izlenebilir. Ayrica, hiicrelerin sitoplazmasinda ortaya c¢ikan vakuoller ile bazi
hiicre tiplerinde “blister” olarak adlandirilan hiicrenin sitopldzmasindan disariya tasar
gibi goriilen bir veya birkag¢ tane biiylik vakuol de gozlenebilir. Bu vakuoller (hayalet

hiicre - ghost cell) hiicreden ayrilarak besiyeri igerisinde yiizebilirler (60).
Hiicre Oliimiiniin Morfolojisi

Sitoplazma Degisiklikleri

a. Eozinofili artis1 (asitlik artar) olur.

b. Hiicre ici protein yapis1 bozulur.

c. Sitoplazmik RNA miktar1 (bazofili) azalir.

d. Sitoplazmada vakuolizasyon olur.

e. Hiicre i¢i organellerin pargalanmasi goriiliir.

Cekirdek Degisiklikleri

Karyoliz: Piknotik c¢ekirdegin parcalanmasidir.1-2 giin i¢inde cekirdek tamamen

ortadan kaybolur. DNAaz aktivitesi artar. Cekirdek bazofilisi ise azalir.

Piknoz: Cekirdegin biiziismesi ya da DNA’nin parcalanmasiyla olusan DNA
fragmentlerinin, difiizyonla cekirdek disina c¢ikmasiyla gerceklesen bir c¢ekirdek

degisimidir. Kromatinin yogunlasmasi da belirgin olarak goriiliir.

Karyoreksis: Piknotik veya kismen piknotik ¢ekirdegin par¢alanmasidir (61,62).
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Apoptozisin Mekanizmalari

Hiicrenin kendi genlerinin otomatik aktivasyonu veya cevreden gelen sinyallerle
apoptozis baslamaktadir (63). Apoptozis onceden hazir olan hiicrelerde, primer olarak
ya da bir uyaran sonucu sekonder olarak gelisir. Hiicre dis1 uyaranlar arasinda; timor
nekroz faktorii (TNF), koloni uyarict faktorler (CSF), noron biiyiime faktorii (NGF),
insiilin benzeri biiylime faktorii (IGF) (64) ve IL-2 gibi maddelerin ortamda azalmasi ile
birlikte radyasyon, glukokortikoidler, ilaglar ve cesitli antijenler yer alir. Otoimmun
hastalik gelisimin de rolii oldugu belirtilen Fas/FasL (65), sFas proteinleri ile viriisler de
(HIV gp120 proteini, influenza viriisiit TNF reseptorii lizerinden; adenoviriis ise hiicrenin

genetik yapisini bozarak hiicreyi apoptozise gotiirmektedir (63).
Organizmada apoptozisi uyaran veya engelleyen cok sayida gen bulunmaktadir (64).

Tablo 3. Apoptozis ve Genler (64).

Apoptozisi baskilayan genler Apoptozisi indiikleyen genler
— Bcl-2 grubundan; — Bcl-2 grubundan;
BHRL~1, bcl-x1, bcl-w, bfl-1, Bad, Bax, Bak,
brag-1, mcl-1, Al Bcl-xS, bid, bik,
— c-abl geni Hrk1
— ras onkogeni — c-myc
— ¢Oziinebilir fas - p53,p21
- p35 — fas 8CD95/APO1) FADD/MORT,
- A20 RIP, FAST
— interlokin doniistiiriicii enzim benzeri
proteinler (ICE)
— LOH (MTS1/CDK41)

Apoptozisi etkileyen hiicre i¢i uyaranlar arasinda sitokinler, hiicre i¢i kalsiyum
miktarinda artis, TNF, DNA hasar1 nedeniyle bir timor siipressor gen olan p53’iin
aktive olmasi, viral ve bakteriyel enfeksiyonlar, glukokortikoidler ve onkojenlerin
(cmyc gibi) yer aldig1 bilinmektedir. Ayrica hipertermi, radyasyon, sitotoksik antikanser
ilaglar1 ve hipoksi gibi nekroz olusturabilen etkenler de hafif dozlarda apoptoz meydana

getirirler. Apoptozda hiicre Oliimii ¢evreye rahatsizlik vermeksizin gelisse de bazen

33




apoptozis dolayl olarak cevre dokularda nekrozu baglatabilir ya da tam tersi nekroz

apoptozis gelismesine yol acabilir (58).

Intraselluler Ca ve Apoptoz
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Sekil 6. Apoptoz esnasinda Ca iyonunun roliinii géstermektedir (66).

Sitoplazma

Apoptozis siireci;

Apoptozis siireci, DNA hasarina genlerin yaniti, hiicre membrani tarafindan 6liim
sinyallerinin alinmas1 (Fas ligandi) veya hiicreye dogrudan proteolitik enzim girisi
(granzim) olmak iizere ii¢c farkli sekilde isleyebilir. Apoptoz siirecinde belli bash ii¢
anahtar bilesen vardir. Bunlar; Bcl-2 ailesi proteinleri, kaspazlar ve Apaf-1 (Apoptotic
protease activating factor-1) proteinidir. Bu bilesenlerin biyokimyasal aktivasyonu,
apoptozda gozlenen mitokondrial hasar, ¢ekirdek zari erimesi, DNA fragmentasyonu,
kromatinin yogunlagmasi ve apoptotik cisimlerin sekillenmesi gibi morfolojik
degisikliklerden sorumludur. Giiniimiizde apoptoz siirecinde rolii olan biyokimyasal ve
genetik komponentlerin aydinlatilmasiyla birlikte apoptozun aktivasyonuna ya da
inhibisyonuna yonelik calismalar; kanser, AIDS ve otoimmun bozukluklar gibi bircok

hastalikta yeni tedavi olanaklarin1 giindeme getirmektedir (67).

34



Apoptozun Regiilasyonu;

Apoptozisin regiilasyonu Bcl-2 / Bax gen ailesi ile saglanir. Bu ailenin yaklasik 20
iyesi tanimlanmistir; bunlardan bazilar1 apoptozu inhibe ederken (antiapoptotik genler),
bazilar1 da apoptozisi uyarir (proapoptotik genler). Apoptotik sinyalin alinmasindan
sonra Bax (proapoptotik) proteinleri, mitokondri zarimin iyon gegirgenligini
(permeabilitesini) azaltabilir. Zardaki bu degisiklikler nedeniyle sitokrom c¢ ve AIF
(Apoptozis Inducing Factor) gibi mitokondri zar1 icinde yer alan faktorler sitoplazmaya
gecerler. AIF dogrudan yogunlasan kromatine ve parcalanan cekirdege yonelirken,
sitoplazmaki sitokrom c apoptozun en son basamaginda gorev alir. Sitokorm c bir
sitoplazma proteini olan Apaf-1’e baglanarak prokaspaz-9’u aktive eder ve olusan bu
yap1 ‘apoptosom’ olarak isimlendirilir. Prokaspaz-9’un aktivasyonu, bir seri kaspaz

aktivasyonunu da baglatir (67).
Apoptozisin Indiiklenmesi;

Apoptozis hiicre 6liim reseptorleri olarak bilinen Fas (diger isimleriyle APO-1 CD95)
ve timor nekroz faktor reseptorii —1 (TNFR-1)’in ilgili ligandlar ile etkilesime girmesi
(uyarilmalar1) sonucu indiiklenir. Bu hiicre yiizey reseptorleri, hiicre membraninda
bulunur ve TNFR ailesinin iiyesidirler (68). Fas lenfoid hiicrelerde, hepatositlerde, bazi
timor hiicrelerinde, akcigerlerde, hatta miyokard da bulunurlar. Oncelikle kendilerine
dogal olarak bagli bulunan ve 6liim bolgeleri ad1 verilen TRADD (TNFR-1 associated
death domain) ve FADD (Fas associated death domain) ile interaksiyona girerler.
Boylece oliim bolgeleri prokaspaz 8’i aktiflestirerek kaspazlarin kaskad tarzinda

aktivasyonlarini baslatirlar (65).
2.3.2. Apoptozis ve Nekrozis Arasindaki Farklar

— Nekroz fizyolojik bir 6liim sekli degilken apoptozis hem fizyolojik hem de patolojik

sartlar altinda meydana gelebilir.

— Nekrozis de hiicre siserken apoptotik hiicre tam tersine kiiciiliir. Nekrozis de kromatin

patterni hemen hemen normaldir.
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— Apoptotik hiicrenin kromatini niikkleus membraninin ¢evresinde toplanir ve yogunlagir.
Apoptozisin en Onemli 0Ozgin yonii DNA’nin interniikleozomal bdlgelerden

parcalanmasidir.

— Nekrotik hiicrenin plazma membran1 biitiinliigiinii kaybeder. Apoptotik hiicre

membrani ise saglamdir.

— Nekrotik hiicre sonradan lizise ugrarken apoptik hiicre kii¢iik cisimciklere parcalanir.
— Nekroziste inflamasyon uyarilirken apoptoziste inflamasyon olusmaz (69).

2.3.3. Kontrositlerde Apoptozis Mekanizmasi

Kondrositler yagamlarinin devami i¢in aderansal iletisime ihtiya¢ duyan hiicrelerdir.
Hiicrelerin birbirine olan temasi, bir hiicreden digerine yasamsal sinyallerin
aktarilmasini saglar. Bu yasamsal sinyaller ise ECM’in spesifik kompanentleri ile
saglanir, Ornegin, ECM‘nin bir kompanenti olan Tip 2 kollajenin yoklugunda
kondrositlerin kondanse ve fragmante bir niikleusa sahip olduklar1 goriiliir.
Kondrositlerin fibronektine tutunmasi proteoglikan sentezini artirir. FGF ve IGF‘lin
proteoglikan sentezini artirmasi fibronektinin kondrosite tutunmasina baghdir. NO
kondrositlerin fibronektine tutunmasini inhibe ederek proteoglikan sentezini azaltir. NO
donorlerinden kaynaklanan ekzojen NO ve endojen stokin bagimli NO lerin
makrofajlarda, timositlerde, osteoblastlarda ve pankreatik hiicrelerde apoptozisi
indiikledigi gosterilmistir. Buna karsin hipoksantin /ksantin oksidaz kaynakli oksijen
radikalleri nekroza yol acarken apoptozisi indiiklemezler. Kondrosit yagsamina etkisi tam

calisiilmamis olsada IGF-1 diger hiicre tiplerinde apoptozisi inhibe eder.
Kondrosit 6liimiine neden olan iki kondrosit 6zelligi vardir.

1. Kartilaj dokuda mononiikleer fagosit hiicreler bulunmaz buda 6lii hiicre kalintilarinin
birikmesine, kikirdak matriks yapisinin etkilenmesine ve hatta saglam kondrosit

fonksiyonlarinin bozulmasina neden olur.

2. Kartilaj dokuda mezensimal kok hiicre bulunmaz. Bu nedenle 6lii kondrositlerin
bulundugu alanlar ya hi¢ doldurulamaz veya ¢ok yavas doldurulur. Buda kondrositlerin

ECM sentezlemesini ve tamir yetenegini bozar.
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Kondrosit apoptozisi 4 haftadan daha kisa siirede gerceklesir. Apoptotik kondrositler
elektron mikroskobisinde diizensiz sitoplazmik membran, multb kabarciklanmalar ve
membranla kapli hiicre kalintilar1 seklinde goriiliirler. Kondrositler etrafinda periseliiler
matriks yoktur ve ECM den ayrilmistir. Proteoglikan boyanmasida azalmistir. Apoptptik
cisimler ATP hidrolizi ile pirofosfat iiretip Ca’u mobilize ederek kalsiyum-fosfat
kristallerinin eklemlerde birikip ¢cokmesine neden olur. Kikirdak doku fagositik hiicre
icermediginden apoptotik cisimler ortamda kalir, buda kondrositlerin ECM sentezlerini

ve tamir yetenegini bozar (70).
2.3.4. Apoptozisi Belirleme Yontemleri

Apoptotik  indeks, apoptotik hiicre sayisinin yasayabilir hiicrelere oran1 ile
belirlenmektedir. Bunun i¢in Oncelikle apoptozun hiicrelerde goriiniir hale getirilerek
belirlenmesi gerekir. Bu amagla cesitli morfolojik ve biyokimyasal yontemler

gelistirilmistir.

Hiicrede apoptozu belirlemek icin kullanilan yontemler asagidaki gibi siiflandirilir

(61).

A- Hiicrede Apoptozu Belirleme Yontemleri:

1. Elektron mikroskopi

2. DNA Ladder

3. Tunel Teknigi

4. FACS Analizleri

5. MTT Yontemi

6. Annexin Yontemi

B- Proapoptotik ve Antiapoptotik Gen Uriinlerinin Ol¢iimii:
1. Immiinohistokimya yontemler

2. Immiinoblot yontemi
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3. Semi-kantitatif mRNA analizleri
4. RNaz iiretim metodu

5. Fas Analizi

6. Fas Ligand Analizi

7. TRAIL/TRAIL R Analizi

8. Bcl-2 Uretimi

9. Bcl-XL Uretimi

10. Kaspaslar

11. Sitotoksisite (61).

1. Elektron Mikroskopi

Alinan hiicreler sirasiyla gluteraldehit ve osmium tetraoksitle fiske edilir. Ornekler daha
sonra dereceli alkol ya da aseton serilerinden gecirilir, propilen oksitle yikanir ve Epon-
resinle bloklanir. Alinan 50-80 nm kalinliginda kesitler uranil asetat ve kursun sitrat ile
boyanir. Gozlenen hiicrelerdeki yogunlasmis ve kiiciilmiis cekirdekler apoptozun
karakteristik ozellikleridir (71). Asagidaki sekilde apoptotik bir hiicrenin elektron

mikroskobik goriiniimii izlenmektedir (Resim 3).

38



Resim 3: Elektron mikroskobu altinda apoptotik bir hiicre goriilmektedir.
N; niikleusu simgelemektedir (62).
Hemotoksilen-eozin boyama

Hematoksilen-eozin (HE) ile boyanan preparatlar 151k mikroskobu ile incelenir. HE hem
hiicre kiiltiirii calismalarinda hem de doku boyamalarinda kolaylikla kullanilabilir. HE
boyamada, hematoksilen boyasi kromatini boyadigindan apoptotik hiicreler nukleus
morfolojisine gore degerlendirilir. Gozlenebilen degisiklikler: hiicre kiiciilmesi veya
sitoplazmik kiiclilme, kromatinin kondanse olmast ve nukleus zarmnin etrafinda

toplanmasi, nukleusun kii¢iilmesi veya pargalara boliinmesidir (58, 60) (Resim 4).

Resim 4. Apoptotik hiicreler (oklar) (HE boyama) (72).
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Giemsa boyama

Giemsa ile boyamada, hematoksilen-eozin ile boyamada oldugu gibi nukleus morfolojisi
esas alinarak apoptotik hiicreler taninir. Sitoplazma sinirlar1 hematoksilen boyamaya
gore daha iyi secilebilmekle birlikte hematoksilen boyamaya belirgin bir iistiinliigii

yoktur (73).
2. Floresan mikroskopi

Floresan mikroskopi, floresan maddelerin (6rn. Hoechst boyasi, DAPI “4,6-diamidine-
2’-phenylindole”, propidium iyodiir, akridin orange, etidyum bromiir, FITC “fluorescein
isothiocyanate™) kullanilmasiyla yapilan bir boyama seklidir. Floresan boyalar DNA’ya
baglanabildiklerinden hiicrenin kromatini dolayisiyla nukleusu goriiniir hale gelebilir.
Hiicre kiiltiirii calismasinda kullanilirlarsa, canli hiicre ile yasayan hiicrenin ayirimina
olanak tanirlar. Canli ve Olii hiicre ayrimimi yapabilmek i¢in, canli veya Olii tiim
hiicreleri boyayabilen bir boya (6rn. Hoechst boyasi) ile sadece o©li hiicreleri
boyayabilen bir baska boya (6rn. Propidium iyodiir) beraber kullanilir. Membram
saglam olan (canli) hiicreler, propidium iyodiir gibi sadece membran biitiinliigii
bozulmus (6lii) hiicreleri boyayan bir madde ile boyanmazlarken, 6lii veya canli tiim
hiicrelere girebilen Hoechst boyasi ile boyanirlar. Kuskusuz, bu yontemle hiicrelerin olii
ya da canli oldugu anlagilabilir ama o6lii hiicrelerin apoptozla veya nekroz ile oliip
Olmediklerinin ayrimi, hematoksilen boyamada oldugu gibi nukleus morfolojisine
bakilarak yapilir. Kromatin kondensasyonu veya nukleus fragmentasyonu olan

hiicrelerin apoptotik hiicreler olduklarini diisiindiiriir (60,73). (Resim 5, 6)

Resim 5. N, Normal hiicreler- Hoechst boyama (74).
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Resim 6. A, Apoptotik hiicreler- Hoechst boyama (74).
3. TUNEL yontemi

DNA kariklarinin in situ olarak taninmasini saglar (73). Apoptotik parcalanma sonucu
DNA uclari, DNA polimeraz veya Klenow fragmenti kullanilarak isaretlenebilmektedir.
Ancak terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT) kullanilarak yapilan isaretleme
goreceli olarak daha duyarli bir yontem olarak bulunmustur. Konvansiyonel parafin
kesitleri, TdT ve nonizotopik isaretli niikleotidler (siklikla biyotinli dUTP) kullanilarak
yapilan in situ isaretlemenin ardindan floresan veya enzimatik goriintiileme, apoptotik
hiicreleri digerlerinden ayirmada yeterli olmaktadir. Bu yontem yaygin olarak “TdT-
dUTP nick-end-labelling” sozciiklerinin kisaltilmasi olan “TUNEL” yontemi adiyla
anilmaktadir (56,75). (Resim 7)

Caspase Activity

M30 CytoDEATH

Resim 7. TUNEL ile boyanmis apoptotik hiicreler
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3. MATERYAL ve METOD

Bu calisma Erciyes Universitesi Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezi (DEKAM) ve
Erciyes Universitesi Patoloji Anabilim Dali laboratuarlarinda yapilmistir. Tiim islemler
Uluslararasi Hayvan Haklar1 Evrensel Beyannamesine uygun olarak, Erciyes
Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu'nun onayi (Tarih 08.02.2012 No: 12/30)
alindiktan sonra veteriner hekim kontroliinde gerceklestirilmistir. Bu proje Erciyes
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan desteklenmistir (TSU-12-

3958).
3.1. DENEYSEL CALISMANIN YAPILISI

Calisma, DEKAM laboratuarlarinda yetistirilen ve agirliklart 2,0 + 0,2 kg arasinda
degisen disi cins Yeni Zelanda tiirii 40 tavsan kullanilarak gerceklestirildi. Denekler her
biri 20 tavsandan olusan rastgele 2 gruba ayrildi. Intraartikiiler enjeksiyon, 6 saatlik
acliktan sonra intramiiskiiler ketamin hidroklorid (10mg/kg Ketalar®; Eczacibag Warner
Lambert, Istanbul, Tiirkiye) ile anestezi uygulandiktan ve aseptik kosullar saglandiktan
sonra 38 G insiilin enjektorii (Hayat G *38-50 mm. Hayat Tibbi Aletler, Istanbul,
Tiirkiye) kullanilarak gerceklestirildi. Birinci gruptaki hayvanlarin (Grup L) sol arka diz
eklemine %0.5 konsantrasyonda ve 0.25 mL voliimde levobupivakain, ikinci gruptaki
hayvanlarim (Grup B) sol arka diz eklemine ise ayni konsantrasyon ve voliimde
bupivakain enjekte edildi. Kontrol Grubu (Grup SF) icin, her iki gruptan yeterli sayida
tavsanin sag arka diz eklemine yine aynm1 yontemle, 0.25 mL voliimde %0,9 normal salin

enjekte edildi.
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Enjeksiyonlar1 yapildiktan sonra tavsanlarin bakimi, ayr1 kafeslerde, ayni1 odada, 12 saat
aydinlik 12 saat karanlik olacak sekilde, ortam 1s1s1 ve beslenme rejimleri ayni olmak

kaydiyla, optimum yasam kosullar1 saglanarak gerceklestirildi.

Her bir gruptan rastgele segilen 10 tavsan 7. giinde, kalan 10 tavsan ise 28. giinde
intraperitoneal thiopental (150mg/kg; Pental Sodyum Enjektabl Flakon 1 g, LE.
ULAGAY, Istanbul, Tiirkiye) enjekte edilerek sakrifiye edildi. Aseptik kosullar altinda
eklem kapsiiliine zarar verilmeden, enjeksiyon yapilan diz eklemi acia cikarildi.

(Resim 8)

Resim 8. Tavsanlarin enjeksiyon yapilan diz ekleminin disseke edilmesi.

Daha sonra bistiirii yardimi ile eklem yiiziinii olusturan eklem kikirdagindan yaklagik
Icm uzunlugunda parca alindi. Kikirdak dokusu Ornekleri 151k ve immunofloresan
mikroskop incelemesi i¢in % 10’ luk nétral formalin soliisyonu igerisine alindi ve 48
saat siireyle tespit edildi. Tespit isleminden sonra doku ornekleri 60°C’de eriyik
parafinde bir gece bekletildi. Parafin bloklara yerlestirilen kikirdak dokusu
orneklerinden 5 mikron kalinliginda kesitler alindi. Alian kesitler, 151k mikroskobunda
incelenmek iizere Hematoksilen-Eozin ile boyandi. Kesitlere ayrica immiinflorasan
mikroskopta incelenmek iizere, apoptotik aktivasyonun arastirilmasina yonelik,

“Millipore TUNEL apoptozis belirleme kiti” kullanilarak boyandi.
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3.2. ISIK MiKROSKOBUNDA iNCELEME YONTEMI

% 10’luk notral formalin sivisi igerisinde 48 saat siireyle tespit edilen doku Ornekleri
cesme suyunda yikandiktan sonra sirasiyla %70, %80, %90, %96 ve %100
konsantrasyonda alkol serisinde birer gece tutularak dehidrate edildi. Daha sonra doku
ornekleri iic ayr1 kapta yer alan aym konsantrasyondaki ksilen icerisinde birer saat
tutularak seffaflastirildi. Kaliplara yerlestirilen doku ornekleri iizerine, bir gece etiivde
(60 °C) bekletilerek sivilastirilmis parafin eklendi ve oda 1sisinda bekletilerek parafinin
katilagsmas1 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 sirasiyla onar dakika
%90, %80 ve %70 konsantrasyonda alkol serisinden gecirildi. Ornekler 5 dakika distile
su icerisinde bekletildikten sonra 8 dakika Hematoksilen ile muamele edildi. Daha sonra
cesme suyunda yikanarak asit alkolden gecirilen dokular 4 dakika eozin ile muamele
edildi. Doku o6rnekleri sirasiyla %70, %80, %90 alkol ve aynmi konsantrasyonda ksilen
icerisinde onar dakika bekletildi, doku kesitleri iizerine bir damla entellan damlatilarak

lamelle kapatildi ve 151k mikroskobunda incelenmeye hazir hale getirildi.
3.3. IMMUNOFLORESAN MiKROSKOPTA INCELEME YONTEMI

Polilizinli lamlara (Thermo Scientific) alindiktan sonra bir saat 60°C etiivde bekletilen 5
mikron kalinligindaki kesitler iki kez onar dakika ksilende bekletildikten sonra sirasiyla
%99, %96, %70 ve %50 konsantrasyonda etanol serisinde beser dakika bekletildi ve 5
dakika PBS’de yikandi. On muamele icin proteinaz-K damlatilan &rnekler 15 dakika
bekletildikten sonra ikiser kez 2 dakika distile su ile yikandi. Endojen peroksidazi
gidermek i¢in %30’ luk H,O, uygulanan Ornekler 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. IMMUNOFLORESAN VE ISIK MIKROSKOPTA INCELEME

Hemotoksilen eozin ile boyanmig kesitlerin 151k mikroskobu incelemesinde apoptozun
karesteristik ©zelligi olan niikleer kondensasyon ve fragmantasyon dikkate alinarak
x200 biiyiitmede rastgele secilen 10 farkli alandaki apoptotik kondrositler korlenmis bir
patolog tarafindan sayildi.
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Yine Olympus (DP71) marka floresan mikroskobunda x40 biiyiitmede rastgele secilen
10 alanda TUNEL metodu ile pozitif olarak isaretlenen apoptotik niikleuslar korlenmis
bir patolog tarafindan sayildi. Toplam apopitotik nukleus sayisi, alan sayisina boliinerek

apoptotik indeks degerleri belirlendi (76).
Apoptotik indeks (APOI) = Apoptotik niikleus saysi / 10
3.5. ISTATISTIKSEL ANALiZ

Verilerin tanimlayici istatistiklerinde ortalama, standart sapma degerleri kullanilmustir.
Degiskenlerin dagilimi Kolmogorov Simirnov testti ile kontrol edildi. Niceliksel
verilerin analizinde bagimsiz 6rneklem t test kullanilmistir. Tekrarlayan Sl¢iimlerde
eslestirilmis orneklem t test kullanilmistir. Biitiin analizler SPSS 21,0 bilgisayar
programi kullanilarak gerceklestirilmis ve “p<0.05” degeri anlamli olarak kabul

edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. SF GRUBUNA AiIT BULGULAR

4.1.1. SF Grubuna Ait Isik Mikroskobu Bulgular:

Resim 9. %0,9 normal salin enjeksiyonundan 7. giin (A) ve 28 giin (B) sonra alinan
kikirdak dokusu Orneklerinin 151k mikroskobunda goriinimii. (H&E, X200)
(K: Kondrosit, ITM: Intrateritorial Matriks A: Apoptotik Hiicre).

Hemotoksilen-eozin ile boyanmis SF Grubuna ait 7. ve 28. giindeki kesitlerin niikleer
kondensasyon ve fragmantasyon dikkate alinarak yapilan 151k mikroskobu

incelemesinde normal histolojik goriiniimdeki kondrositler arasinda apopitotik indeks
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degerleri sirast ile 1,88 + 0,59 ve 2,00 + 0,37 olan apoptotik kondrosit hiicrelerine
rastlandi. Kondrosit ve onu cevreleyen intrateritorial matrikste ise inflamatuar hiicre

infiltrasyonuna rastlanmadi (Resim 9).

4.1.2. SF Grubuna Ait Immunofloresan Mikroskobu Bulgulari

Resim 10. %0,9 normal salin enjeksiyonundan 7. giin (A) ve 28 giin (B) sonra alinan

kikirdak dokusu orneklerinin immiinfloresan mikroskopta goriinimii (TUNEL, X40,
Bar 100um) (K:Kondrosit, ITM: Intrateritorial Matriks, TM: Teritorial Matriks
A: Apopitotik Hiicre).

Immunofloresan mikroskopta incelenen SF Grubuna ait 7. ve 28. giindeki kesitlerde
birim alandaki apopitotik indeks degeri siras1 ile 0,68 * 0,23 ve 1,02 * 1,05 olarak
hesaplandi (Resim 10).
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4.2. BUPiVAKAIN GRUBUNA AiT BULGULAR

4.2.1. Bupivakain Grubuna ait Isik Mikroskobu Bulgular:

Resim 11. % 0,5 bupivakain enjeksiyonundan 7. giin (A) ve 28 giin (B) sonra alinan
kikirdak dokusu Orneklerinin 151k mikroskobunda goriinimii. (H&E, X200)
(K: Kondrosit, ITM: Intrateritorial Matriks A: Apopitotik Hiicre).

Hemotoksilen-eozin ile boyanmis B Grubuna ait 7. ve 28. giindeki kesitlerin niikleer
kondensasyon ve fragmantasyon dikkate alinarak yapilan 151k mikroskobu
incelemesinde normal histolojik goriiniimdeki kondrositler arasinda apoptotik indeks
degerleri sirast ile 4,98 + 1,77 ve 5,18 £ 0,95 olan apoptotik kondrosit hiicrelerine
rastlandi. Kondrosit ve onu cevreleyen intrateritorial matrikste ise inflamatuar hiicre

infiltrasyonuna rastlanmadi (Resim 11).
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4.2.2. Bupivakain Grubuna Ait Immunofloresan Mikroskobu Bulgular

Resim 12. % 0,5 bupivakain enjeksiyonundan 7. giin (A) ve 28 giin (B) sonra alinan
kikirdak dokusu 6rneklerinin immiinfloresan mikroskopta goriiniimii (TUNEL, X40, Bar

100um) (K:Kondrosit, ITM: Intrateritorial Matriks, A: Apopitotik Hiicre).

Immunofloresan mikroskopta incelenen B Grubuna ait 7. ve 28. giindeki kesitlerde
birim alandaki apopitotik indeks degerleri siras1 ile 5,54 + 3,61 ve 5,15 + 1,25 olarak
hesaplandi (Resim 12).
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4.3. LEVOBUPiVAKIAN GRUBUNA AiT BUGULAR

4.3.1. Levobupivakain Grubuna Ait Isik Mikroskobu Bulgulari

Resim 13. % 0,5 levobupivakain enjeksiyonundan 7. giin (A) ve 28 giin (B) sonra alinan
kikirdak dokusu oOrneklerinin 151k mikroskobunda goriiniimii. (H&E, X200, X400)
(K: Kondrosit, ITM: Intrateritorial Matriks A: Apopitotik Hiicre).

Hemotoksilen eozin ile boyanmis L Grubuna ait 7. ve 28. giindeki kesitlerin niikleer
kondensasyon ve fragmantasyon dikkate alinarak yapilan 151k mikroskobu
incelemesinde normal histolojik goriiniimdeki kondrositler arasinda apopitotik indeks
degerleri sirast ile 2,66 + 0,49 ve 3,30 £ 0,48 olan apoptotik kondrosit hiicrelerine
rastlandi. Kondrosit ve onu cevreleyen intrateritorial matrikste ise inflamatuar hiicre

infiltrasyonuna rastlanmadi (Resim 13).
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4.3.2. Levobupivakain Grubuna Ait Immunofloresan Mikroskobu Bulgulari

Resim 14. % 0,5 levobupivakain enjeksiyonundan 7. giin (A) ve 28 giin (B) sonra alinan

kikirdak dokusu 6rneklerinin immiinfloresan mikroskopta goriiniimii (TUNEL, X40, Bar

100um) (K:Kondrosit, ITM: Intrateritorial Matriks, A: Apopitotik Hiicre).

Immunofloresan mikroskopta incelenen L Grubuna ait 7. ve 28. giindeki kesitlerde
birim alandaki apopitotik indeks degerleri sirasi ile 0,57 + 0,74 ve 1,93 + 1,27 olarak
hesaplandi (Resim 14).
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4.4. ISIK MiIKROSKOBIiSi BULGULARININ KARSILASTIRILMASI

Tablo 4. Isik mikroskobisinde deneklerin apoptotik indeks oranlari.

GRUPLAR

DENEKLER S7 S28 L7 L28 B7 B28
1 1,20 2,60 2,20 2,60 4,60 4,40
2 1,80 2,00 3,40 3,20 9,20 5,20
3 2,00 1,40 2,20 3,40 4,40 4,00
4 1,40 1,80 2,40 3,00 3,60 6,80
5 0,80 2,20 2,60 3,40 3,80 4,60
6 2,60 2,20 3,20 4,00 5,80 4,80
7 2,20 2,40 2,40 3,20 3,40 4,60
8 2,00 1,60 3,40 3,00 6,40 6,20
9 2,20 2,00 2,60 4,20 3,80 6,40
10 2,60 1,80 2,20 3,00 4,80 4,80

Tablo 5. Isik mikroskobisinde gruplara gore apopitotik indeks degisim oranlari

151k mikroskobisinde apoptotik indeks M EnDisik EnYiksek Ort.2s.s.
7.Giin 10 0,30 2,60 1,88 +0,59
Serum Fizyolojik Grubu 28.G0n 10 1,40 2,60 2,00 0,37
Degisim 10 -0,80 1,40 0,12 £0,77
7.Giin 10 2,20 3,40 2,66 + 0,49
Levobupivakain Grubu 28.G0n 10 2,60 4,20 3,30 £ 0,48
Degisim 10 -0,40 1,60 0,64 £0,59
7.Giin 10 3,40 9,20 4,98 +1,77
Bupivakain Grubu 28.G0n 10 4,00 6,80 5,18 + 0,95
Degisim 10 -4,00 3,20 0,20 £ 2,00

Levobupivakain grubunda, 1s1tk mikroskobisinde hem 7.giinde hem de 28.giinde
hesaplanan apoptotik indeks degerleri SF grubundan anlamli derecede yiiksek bulundu

(p <0,05), (Grafik 1,2).
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Tablo 6. Isik mikroskobisinde grup S ve grup L nin karsilastiriimasi

I5ik mikroskobisinde Grup § Grup L -
apoptotik indeks Ort.ts.s. Ort.s.s.
7.G0n 1,38 + 0,59 2,660 + 0,49 0,005
28.Gln 2,00 £ 0,37 3,30 £ 0,458 0,000
Degisim 0,12 * 0,77 0,64 * 0,59 0,109
Degisim p 0,635 0,008

Bagimsiz drneklem t test / Eslestirilmis rneklem t test

Bupivakain grubunda, 151k mikroskobisinde hem 7.giinde hem de 28.giinde hesaplanan
apoptotik indeks degerleri SF grubundan anlamli derecede yiiksek bulundu (p < 0,05),
(Grafik 1,2). Isik mikroskobisinde, hem SF hemde Bupivakain grubunun 7. ve 28.
giinlerdeki apoptotik indeks degerleri arasinda istatistiksel olarak fark saptanmadi (p >
0,05), (Tablo 7). Levobupivakain grubunda ise 151k mikroskobisinde, 7. giin ve 28. giin
apoptotik indeks degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli dercede fark gozlendi (p

<0,05), (Tablo 6-8).

Tablo 7. Isik mikroskobisinde grup S ve grup B nin karsilastirilmasi

Isik mikroskobisinde Grup 5 Grup B :
apoptotik indeks Ort.ts.s. Ort.ts.5.
7.Gin 1,88 0,59 498 + 1,77 0,000
28.Gin 2,00 £ 0,37 5,18 + 0,95 0,000
Degisim 0,12 + 0,77 0,20 + 2,00 0,907
Degisim p 0,635 0,759
Bagimsiz drneklem t test / Eslestirilmis drneklem t test
Tablo 8. Isik mikroskobisinde grup L ve grup B nin karsilastirilmasi
Isik mikroskobisinde Grup L Grup B -
apoptotik indeks Ort.ts.s. Ort.ts.5.
7.G0n 2,66 = 0,49 498 £ 1,77 0,002
28.Gln 3,30 £ 0,48 5,18 +0,95 0,000
Degisim 0,64 0,59 0,20 £ 2,00 0,519
Degisim p 0,008 0,759

Bagimsiz orneklem t test / Eslestirilmis drneklem t test
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Isik mikroskobisinde, 7. Giin / 28. giin apoptotik indeks degerindeki degisim miktar1
karsilastirildiginda, SF ve Bupivakain gruplarinda anlamli fark gozlenmezken (p>0.05),
Levobupivakain grubunda 7.giin ile 28.giin arasinda apopitotik indeks degerleri

yoniinden istatistiksel olarak anlamli dercede degisim saptandi (p<0.05), (Grafik 3).
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4.5. FLORASAN MiKROSKOBISi BULGULARININ KARSILASTIRILMASI

Tablo 9. Floresan mikroskobisinde deneklerin apoptotik indeks oranlar1

GRUPLAR

DENEKLER S7 S28 L7 L28 B7 B28
1 0,77 0,00 1,00 0,37 6,90 5,19
2 1,00 2.70 0,00 1,00 3,23 5,42
3 0,75 1,00 0,00 1,14 4,33 7,53
4 0,71 0,25 2,40 3,75 5,10 5,43
5 0,21 2.90 0,00 1,88 1,33 5,43
6 0,69 0,00 0,33 3,89 2,00 4,55
7 0,35 1,51 0,50 1,15 3,90 4,50
8 0,82 0,80 0,00 0,45 7,31 5,00
9 0,73 0,70 0,80 3,40 13,83 5,86
10 0,77 0,32 0,66 1,29 7,50 2,54
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Tablo 10. Floresan mikroskobisinde gruplara gore apopitotik indeks degisim oranlari

Apoptotik indeks M En Disik EnYiksek Ort.ts.5.
7.G0n 10 0,21 1,00 0,68 £0,23
Serum Fizyolojik Grubu 28.G0n 10 0,00 2,90 1,02 * 1,05
Degisim 10 -0,77 2,69 0,34 £1,15
7.G0n 10 0,00 240 057 £0,74
Levobupivakain Grubu 28.G0n 10 0,37 3,89 1,93 £ 1,27
Degisim 10 -0,63 3,506 136 £1,15
7.G0n 10 1,33 13,83 5,54 t 3,61
Bupivakain Grubu 28.G60n 10 2,54 7,53 5,15 + 1,25
Degisim 10 -1,97 4,10 -0,40 £ 3,85

Levobupivakain grubu ve SF Grubu arasinda, florasan mikroskobisinde hem 7.giinde
hem de 28.giinde hesaplanan apoptotik indeks degerleri yoniinden istatistiksel olarak

anlaml bir fark gozlenmedi (p >0,05), (Tablo 11), (Grafik 1,2).

Tablo 11. Floresan mikroskobisinde grup S ve grup L nin karsilastirilmasi

Floresan mikroskobisinde Grup 5 Grup L -
apoptotik indeks Ort.ts.5. Ort.1s.s.
7.G60n 0,68 + 0,23 0,57 £ 0,74 0,660
28.Gin 1,02 + 1,05 1,93 + 1,27 0,096
Degisim 0,34 £ 1,15 1,36 £ 1,15 0,061
Degisim p 0,376 0,004

Bagimsiz rneklem t test / Eslestirilmis drneklem t test

Bupivakain grubu ve SF Grubu arasinda, florasan mikroskobisinde, hem 7.giinde hem
de 28.giinde hesaplanan apoptotik indeks degerleri yoniinden, istatistiksel olarak anlaml

derecede fark gozlendi (p >0,05), (Tablo 12), (Grafik 1,2).

Bupivakain grubunda florasan mikroskobisinde hesaplanan apoitotik indeks degerleri,
hem 7.glinde hem de 28.giinde, levobupivakain grubundan anlamli derecede yiiksek

bulundu (p >0,05), (Tablo 13).

Levobupivakain grubunda, 7. giindeki apoptotik indeks degerleri ile 28. giindeki

apoptotik indeks degerleri arasinda, istatistiksel olarak anlamli derecede fark gozlendi
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(p<0,05), (Tablo 11-13). SF grubu ve Bupivakain grubunda ise 7. giindeki apoptotik
indeks degerleri ile 28. giindeki apoptotik indeks degerleri arasinda fark saptanmadi

(p>0.05), (Tablo 11-13).

Tablo 12. Floresan mikroskobisinde grup S ve grup B nin karsilastirilmasi

Floresan mikroskobisinde Grup § Grup B -
apoptotik indeks Ort.s.5. Ort.1s.s.
7.Gin 0,68 0,23 5,54 t 3,61 0,002
28.GUn 1,02 £ 1,05 515 £ 1,25 0,000
[l_eﬁigim 0,3 £1,15 -0,40 13,85 0,575
Degisim p 0,376 0,751
Bagimsiz Grneklem t test / Eslestirilmis drneklem t test
Tablo 13. Floresan mikroskobisinde grup L ve grup B nin karsilastiriimasi
Floresan mikroskobisinde Grup L Grup B :
apoptotik indeks Ort.ts.s. Ort.ts.5.
7.Gun 0,57 £ 0,74 5,54 + 3,61 0,002
28.GUn 193 +1,27 515 + 1,25 0,000
Degisim 1,36 £ 1,15 -0,40 £ 3,85 0,194
Eegigim D 0,004 0,751

Bagimsiz drneklem t test / Eslestirilmis drneklem t test
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5. TARTISMA

Son yillarda, bolgesel anestezi tekniklerinin gelismesi ve lokal anesteziklerin yan etki
profilinin degismesi, postoperatif analjezi amaciyla lokal anesteziklerin kullanimin
yayginlastirmistir. Giiniimiizde 06zellikle omuz ve diz artroskopisinde perioperatif
analjezi amaciyla lokal anestezik ajanlarin eklem araligina tek seferlik enjeksiyon veya
stirekli infiizyon seklinde uygulanmasi, iyi tanimlanmis bir analjezi teknigi olarak kabul
edilmektedir. Ancak, tek basma veya diger ilaglarla birlikte kullamilan lokal
anesteziklere uzun siire maruz kalan kondrositlerde hasar olustuguna dair arastirma ve
olgu raporlarina, son yillarda giderek artan sayida rastlanmaktadir. Bu durum soz

konusu teknige ait kaygilarin ortaya ¢ikmasina neden olmustur.

Bupivakain etki potensinin yiiksek ve etki siiresinin uzun olmasindan dolayr klinik
kullanimda en fazla tercih edilen ajan olmakla birlikte, bilinen en yiiksek kardiyotoksik,
norotoksik ve miyotoksik etki potansiyeline sahip lokal anesteziktir (5,77-80).
Bupivakainin doza ve zamana bagimli olarak kondrotoksik oldugu ve bu etkisinin
ozellikle epinefrin ile birlikte uygulandiginda daha fazla oldugu bir cok arastirmada

gosterilmistir (4, 41, 52, 53, 81-85).

Yeni bir lokal anestezik olan levobupivakain, bupivakainin piir S(-) enantiomeridir ve
rasemik bupivakainin kardiyotoksik etkilerinin daha ¢ok R(+) izomeri ile ilgili
oldugunun gosterilmesi sonucunda, daha az kardiyotoksik bir ajan elde etmek amaciyla
gelistirilmistir (5, 6, 7, 8). Levobupivakainin kondrotoksik 6zellikleri heniiz

arastirilmamustir.
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Bupivakainin olumsuz kardiyak etkilerinin, Ca*" kanallar1 ve intraselliiler Ca*" akim ile
etkilesimine ve mitokondride ATP sentezi iizerine olan etkilerine baghh oldugu
savunulmaktadir (5, 79, 86—88). Levobupivakainin daha az kardiyotoksik ve miyotoksik
oldugu gosterilmis ve bunun intraselliller Ca*™" dengesi iizerine 1limli etkisine baglh
oldugu savunulmaktadir (5, 48, 54, 89). Aym1 zamanda apoptotik aktivasyonun olusum
mekanizmasinda da bozulmus intraselliler Ca™ dengesinin sorumlu oldugu

savunulmaktadir (5, 7, 36, 62, 90).

R ve S enantiomerlerini biinyesinde barindiran rasemik bir karisim olan Bupivakain ile
onun piir S(-) enantiomeri olan levobupivakain, benzer farmakodinamik ozelliklere
sahiptir. R- izomeri, S-izomerine oranla A-V ileti zamanini belirgin sekilde uzatmakla
birlikte, hem Na" hemde K* kanallarinda daha potent inhibisyona neden olmaktadir (48,

54).

Lokal anesteziklerin kondrositler tizerindeki toksik etkisini ve apopitozisi agiklamak
icin, mitokontrial hasarlanmayr ve K+ kanal blogunu da icerisine alan bir¢ok
mekanizma One siiriilmiistiir. Lokal anesteziklerin mitokontrial hasarlanmay1 artirdig,
ATP ve mitokontrial protein seviyesini diislirdiigii gosterilmistir. Bu bulgulara
dayanarak, lokal anestezik toksisitesinden, mitokontrial disfonksiyon ve hiicre
Olimiiniin programlanmis, fizyolojik bir sekli olarak tanimlanan apopitozis sorumlu
tutulmaktadir (9, 91, 92). Apoptozis fizyolojik hiicre 6liimiiniin en yaygin formudur ve
nekrozun aksine hiicrenin kendisi tarafindan baslatilir ve regiile edilir. Apoptotik siirec,
stres faktorleri, 1s1, hipoksi, iyonize radyasyon ve kimyasallarin etkisiyle ekstraselliiler
olarak baslatilabilir ve bir intraselliiler sinyal kaskadinin aktivasyonu ile hiicre 6liimiine

yol agabilir (93).

Calismamizda, artroskopik cerrahide yaygin olarak kullanilan ve kondrotoksik
ozellikleri bilinen bupivakain ile kondrotoksik ozellikleri heniiz arastirilmamis olan

levobupivakaini karsilastirmay1 uygun bulduk.

Lokal anesteziklerin kondrotoksik o©zellikleri, histopatolojik ve biyokimyasal olarak
bircok yontemle arastirilabilir. Levobupivakainin kardiyotoksik ve miyotoksik
ozelliklerinin tanimlanmasinda intraselliiler Ca™ dengesinin rolii 6ne ¢ikmaktadir (36,
45, 78, 90, 94). Apopitotik aktivasyonun olusum mekanizmasinda da ayni faktoriin 6ne

siiriilmesi (56, 66) nedeniyle, iki lokal anestezik ajanin kondrotoksik o6zelliklerini
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arastirmis oldugumuz calismamizda apopitotik aktivasyon ve apopitotik indeksi

degerlendirmeyi uygun bulduk.

Lokal anesteziklerin apoptotik aktivite {iizerine etkilerini inceleyen bir¢cok calisma
yapilmustir (91, 92, 95-97). Sozii edilen bu ¢alismalarda, lokal anesteziklerin néral doku
ve cizgili kas dokusunun yam sira, renal hiicreler (97), kondrositler (9) ve korneal
endotel hiicreleri (93) gibi bir cok hiicrede apoptotik degisikliklere neden oldugu
gosterilmistir. Lokal anesteziklerin indiikledigi apoptoziste, hiicre membraninda
blebbing, kromatin yogunlasmasi, nukleer parcalanma ve hiicre fragmanlarinin
ayrismasi ile karekterize morfolojik ve biyokimyasal degisiklikler gozlenmektedir (9,

70, 93, 97).

Lokal anesteziklere bagli gelisen apoptozisten en cok bupivakain sorumlu tutulmaktadir
(45, 90). Bupivakainin invivo sartlarda hiicre i¢i Ca++ seviyesini yiikselttigi ve
boylelikle Ca++ ile baglantili olarak mitokondrideki oksidatif fosforilasyon
basamaklarim1  kirip apoptozisi tetikledigi savunulmaktadir. Bir¢ok arastirmaci,
bupivakainin neden oldugu apoptotik aktivasyonun ajanin lipofilik o©zelliginden
kaynaklandigini savunmaktadir (36, 45, 78, 90-94). Park ve ark. (8) ise bupivakain’in
schwann hiicresinde reaktif oksijen iiriinlerinin (ROS) iiretimini indiikleyerek kaspaz-3
aktivasyonu ve poli-ADP-riboz polimeraz (PARP) indirgenme yoluyla apoptozisi

indiikledigini savunmaktadirlar.

Literatiirde levobupivakainin neden oldugu apoptotik aktivasyonu arastiran yegane
arastirma Borazan ve ark. (93)’nin ¢alismasidir. Borazan ve ark. (93) calismalarinda
tavsanlara intrakamaral enjeksiyon yoluyla lidokain, ropivakain ve levobupivakain
uygulamiglar ve 1. ve 7. giinlerde TUNEL pozitif apopitotik hiicre sayisini
arastirmiglardir. Bu arastirmacilar, her ii¢ ajanin da 6n kamarada akut apoptotik siireci
tetikledigini ve korneal endotel hiicrelerinde morfolojik degisikliklere neden oldugunu

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

Nauette-Gaulain ve ark. (89), bupivakainle lipofilik Ozellikleri ayn1 olan
levobupivakainin sarkoplazmik retikulumdaki RyR ve Ca-ATP’az pompasini
aktifleyerek intraselliller Ca++ miktarin1 arttirdigini savunmaktadirlar. Sozii edilen
arastirmacilar, lipofilik o©zellikleri aym: olmakla birlikte bupivakainin ayni etkiyi

gostermedigini  bildirmekte ve bunu iki ajanin stereospesifik  Ozellikleriyle
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aciklamaktadirlar. Bununla birlikte lokal anesteziklerin intraselliiler Ca++ homeostazi
tizerine etkisini belirleyen faktoriin lipofilik o©zellikleri mi yoksa stereoselektif

ozellikleri mi oldugu konusu heniiz agiklik kazanmamaistir.

Tavsan arka bacak diz eklemi anatomik olarak insan diz eklemine oldukca benzer
yapidadir. Bu yoniiyle tavsan diz eklemi, eklem yapilar ile ilgili bilimsel calismalarda
1yi bir model olarak tanimlanmaktadir (50,98-100). Bu nedenle calismamizda tavsan
modeli kullandik. Hayvan calismalar1 etik ilkelerini gozeterek, sakrifiye edilecek hayvan
sayisint sinirlamak amaciyla, daha once yapilmis benzer calismalarda (50, 101-103)

oldugu gibi, tavsanlarin hem sag hem de sol arka diz eklemlerini kullandik.

Bupivakainin intraartikiiler dozunu gosteren daha once yapilmis hayvan calismasina
rastlanilmadigindan, ¢alismamizda, daha 6nce yapilmis benzer calismalarda oldugu gibi
(50, 104, 105), her iki lokal anestezik i¢in, insanda uygulanan intra artikiiler bupivakain
dozunun uyarlanmasiyla elde edilen volim ve konsantrasyonu (0.25 mL, %0.5)

kullandik. Kontrol grubunda ise ayni voliimde SF kullandik.

Glicolizis icin gerekli olan gliseraldehit—3-fosfat dehidrojenaz aktivitesinin inhibisyonu
yoluyla eklem Kkondrositlerini Oldiirerek  kondrolizisi indiikleyen (106-109)
monoiodoasetat, kondrolizisin gelisimindeki referans zaman dilimlerini elde etmek icin
kullanilmistir (107). Monoiodoasetat enjekte edilen Orneklerin eklem yiizeyleri,
makroskobik incelemelerde 12 hafta boyunca saglam kalirken, fluresan ve 1s1k
mikroskopisi ile 1. haftada yiizeyel kondrositlerin ve 4. haftada biitiin tabakalardaki
kondrositlerin lizise ugradigi gosterilmistir (107). Injiiri sonras1 kondrosit apopitozisinin
tespiti i¢in en uygun zamanin 7—10.giinler oldugu bildirilmektedir (110). Dogan ve ark.
(50) arastirmalarinda kondrositlerdeki histopatolojik degisikliklerin ilk 24 saatte
minimal oldugunu, enjeksiyondan 48 saat sonra ve 10. giinde ise olduk¢a artmis
oldugunu gostermislerdir. Bu bilgiler 1s18inda calismamizda, 1s1k mikroskobu ve
floresan mikroskopta incelenmek iizere kartilaj dokunun 1. ve 4. haftalarda alinmasini

uygun bulduk.

Kondrosit apopitozisinin belirlenmesinde, apopitozisin tipik histolojik degisikliklerini
daha iyi tanimlayabildigi icin konvansiyonel 151k mikroskobisi ile inceleme
onerilmektedir. Hematoksilen-eozin (H&E) kromatini boyadig: i¢in apoptotik hiicrelerin

nukleus morfolojisine gore degerlendirilmesine olanak tanir. Hiicre kiiciilmesi veya
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sitoplazmik kiiclilme, kromatinin kondanse olmasi ve nukleus zarmin etrafinda
toplanmasi, nukleusun kiiciilmesi veya parcalara ayrilmast 151k mikroskobisi ile

gozlenebilen apoptotik degisikliklerdir (58, 60).

Floresan mikroskobisi ise saglam dokulardaki apopitozisi tanimlamada oldukcga spesifik
ve sensitif bir yontemdir. Floresan boyalar DNA’ya baglanabildiklerinden hiicrenin
kromatini dolayisiyla nukleusu goriiniir hale gelebilir (60,73). TUNEL boyama yontemi,
preapoptotik hiicreleri de goriiniir kilarak floresan mikroskobisinin duyarliligin

arttirmaktadir (111).

Transmisyon elektron mikroskopisi (TEM), apopitozisin icerdigi seliiler degisiklikleri
tespit etmede olduk¢a sensitif olmasina ragmen pahali ve ulasilmasi konusunda
kisithiliklar bulunan bir yontemdir (112-114). Calismamizda kikirdak dokusundaki
apopitotik degisiklikleri H&E boyama teknigi ile 151k mikroskobunda degerlendirdik.
Bunun yani sira doku 6rneklerini, preapopitotik hiicreleri de degerlendirmemize olanak
saglayan TUNEL boyama teknigi ile ayrica floresan mikroskopta da degerlendirmeyi

uygun bulduk.

Artroskopik cerrahi sonrast omuz ve diz ekleminde goriilen postoperatif kondrolizis,
kikirdak matriksinin ve kondrositlerin lizisi veya 6liimii sonucunda eklem kikirdaginin
ortadan kaybolmasi olarak tanimlanmaktadir. Webb ve ark. (115) intraartikiiler
bupivakainin kondrotoksik etkileri konusundaki yayinlari incelemisler ve yayimlanan 27
adet postartroskopik glenohumeral kondrolizis vakasindan 25’inde bupivakain ile
postoperatif siirekli intra-artikiiler analjezi uygulandigini bildirmislerdir. Chu ve ark.
(81) in vitro olarak hem hiicre kiiltiiriinde, hem de osteokondral eksplantlarda kikirdak
dokusu iizerine bupivakainin etkilerini arastirmislardir. Gomoll ve ark. (52) ise tavsan
omuz modelinde glenohumeral ekleme yerlestirilen bir kateter araciligi ile 48 saat
boyunca bupivakain infiizyonu uygulayarak yine bupivakainin kikirdak dokusu iizerine
etkilerini arastirmislardir. Sozii edilen arastirmacilar her ii¢ calismada da kondrosit
Olimii ve azalmis kikirdak metabolizmas: ile karakterize kondrotoksisite varligini

gostermiglerdir.

Dragoo ve ark. (53) total diz protezi ameliyatlarindan elde ettikleri insan eklem
kikirdagi orneklerinde agri pompast araciligl ile uygulanan epinefrinli lidokain ve

bupivakainin kondrosit canlilig1 iizerine etkilerini arastirmislar ve epinefrin iceren lokal
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anesteziklere maruz kalan Kkiiltiirlerde kondrosit canliliginda belirgin diizeyde azalma
tespit etmislerdir. Aymi calismada bupivakinin ilk 48 saatte kondrosit canlilig iizerine
minimal etkisi oldugu ve 72 saat siiresince kullanilmasiyla epinefrinle kombine edilmis
bupivakainin belirgin diizeyde hiicre 6liimiine neden oldugu gosterilmistir. Yine baska
bir in vivo ¢alismada %0,5 bupivakainin 3 giin uygulanmasi sonucunda, domuz eklem
kikirdaginda proteoglikan sentezinin gecgici olarak baskilandigr gosterilmigtir (51).
Ancak Nole ve ark. (116) tarafindan yapilan bir diger calismada yine domuz diz
eklemine tek doz uygulanan %0,5 bupivakain enjeksiyonundan 3 giin sonra siilfat
aliminin etkilenmedigi gosterilmistir. Tavsan omuz modelinde, erken donemde gozlenen
kondrotoksisitenin uzun donem sonuglarini arastiran in vivo bir bagka ¢alismada intra
artikiiler bupivakain infiizyonudan 3 ay sonra kikirdak fonksiyonunda kalic1 herhangi bir
degisiklige rastlanmadigi bildirilmektedir. Diger taraftan, ayni1 arastirmada bupivakaine
maruz kalmis kikirdakta artmis siilfat alimi ve yiiksek proteoglikan icerigi ile
karakterize "anabolik aktivite artis1" tespit edilmistir. Bu celigkili sonuglar deneysel
modellerde kikirdak fonksiyonunun bupivakain maruziyetinden sonra gecici olarak
bozuldugunu gostermektedir. Bupivakain maruziyetinden sonraki 1. haftada kikirdak
metabolizmasinda azalma olmakta ancak 3 ay sonra kikirdak metabolizmas: yalnizca
diizelmekle kalmayip ayn1 zamanda anabolik aktivite artmaktadir. Ge¢ donemde artmis
olan anabolik aktivite ve proteoglikan sentezi, kikirdak dokusunun zararli uyaranlara

kars1 onarici yanit1 olarak degerlendirilebilir (46).

Kondrosit apoptozisinin mekanizmasini agiklamaya c¢alisan Lotz ve Hashimoto (70)
kondrosit apoptozisinin 4 haftadan daha kisa siirede gergeklestigini bildirmektedir.
Dogan ve ark (50), yaptiklari calismada tavsan diz ekleminde bupivakain ve
neositigmin’in artikiiler kikirdak dokusu ve synovium dokusu {izerine etkilerini
arastirmiglardir. Hayvan modeli olarak tavsan arka bacak diz ekleminin kullanilmis
oldugu arastirmada bupivakain ve neostigmin’in kikirdak doku ve synovial membranda
enflamasyona, kondrositlerde ise yapisal degisikliklere neden oldugu savunulmaktadir.
S6z konusu aragtirmada bupivakainin artikiiler kikirdak dokusunda 24 ve 48. saatlerde

minimal, 10. giinde ise orta derecede enflamasyona neden oldugu gozlenmistir (50).

Uzun donemde daha fazla olmak kaydiyla bupivakain’in Kkartilaj doku iizerine
kondrotoksik etkileri oldugu, yukarida da bahsedildigi iizere, bircok arastirmada

gosterilmistir. Calismamizda bupivakainin, 7. ve 28. gilinlerde SF uygulanan gruba
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nazaran, oldukca yiiksek derecede apopitotik aktivasyona neden oldugunu saptadik.
Daha o©nce kondrotoksik ozellikleri arastirilmamis olan levobupivakainin ise
bupivakainden oldukca diisiik seviyede apopitotik aktivasyona neden oldugunu
gozledik. Programlanmis hiicre oliimii olan apopitozisin aktivasyonu, kondrolizis ve
nekrozla  sonuglanan  kondrotoksisiteden ~ sorumlu  tutulmaktadir  (91,92).
Levobupivakainin bupivakaine nazaran daha az apopitotik aktivasyona neden olmasi,
daha az kondrotoksik oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte, ¢alismamizda soz

konusu ajanlarin kartilaj doku iizerine enflamatuar etkilerini ayrica degerlendirmedik.

Gomoll ve ark. (52) tavsan omuz modelinde glenohumeral ekleme yerlestirilen bir
kateter araciligi ile 48 saat boyunca bupivakain infiizyonu uyguladiklar1 in vivo
caligmalarinda bupivakainin kondrotoksik etileri oldugunu bildirmektedirler. Diz
eklemine bolus enjeksiyondan 30- 45 dakika sonra bupivakain maksimum kan
konsantrasyonuna ulagmaktadir (114). Gomoll ve ark. (52) tek doz enjeksiyonu takiben
bupivakainin kisa zamanda emilerek sistemik dolsima katilmasi nedeniyle etkili
intraartikiiler konsantrasyonunun azaldigini, bu yiizden devamli infiizyon yontemi ile
uygulanan bupivakainin daha fazla kondrosit Oliimiine neden olabilecegini

savunmaktadirlar.

Ancak Gomoll ve ark. (52)’'nin devaml infiizyon yontemi ile uygulanan bupivakainin,
tek doz uygulanan bupivakainden daha fazla kondrotoksik oldugu goriislerinin aksine,
Dogan ve ark. (50) tavsan diz eklemi kikirdak dokusunda inflamatuar degisiklikler
gozledikleri arastirmalarinda oldugu gibi tek doz intraartikiiler enjeksiyon teknigini
kullandigimiz caligmamizda bupivakain grubunda daha yogun olmak kaydiyla intra
artikiiler uygulanan her iki ajanin da hem 7. hem de 28. giinde apopitotik aktivasyona

neden oldugunu gozledik.

Calismamizda 7. giinde gozlemis oldugumuz bupivakainin neden oldugu apopitotik
aktivasyonun 28. giinde de aym diizeyde gozlendigini tespit ettik. Ilgin¢ olarak
levobupivakainin neden oldugu apopitotik aktivasyonun, 7. giinde minimal diizeyde
oldugunu, 28. giinde ise, bupivakainden daha az olmak kaydiyla artmis oldugunu
gozledik. Bu bulgularimiz, levobupivakainin kikirdak dokusunda apopitotik aktivasyon
etkisinin, bupivakainden olduk¢a diisiik diizeyde olmasinin yani sira, yavas baslangich

oldugunu diisiindiirmektedir.
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Uygulanan her iki lokal anestezik ajan i¢in, hem 151k mikroskopisinde hem de floresan
mikroskopta 28. giindeki apopitotik indeks degerlerinin 7. giindeki apopitotik indeks
degerlerinden anlamli derecede yiiksek oldugunu saptadik. Yine hem 151k
mikroskopisinde hem de floresan mikroskopta, apopitotik indeks degerleri yoniinden,
SF grubu ile bupivakain ve levobupivakain gruplarinin ayrica bupivakain grubu ile
levobupivakain grubunun anlamli derecede farkli oldugunu saptadik. Ancak, 7. giin ve
28. giin apopitotik indeks degerlerinin karsilastirilmasinda, 1sik mikroskopisinde SF
grubu ile levobupivakain grubu arasinda anlamli derecede fark bulunurken, floresan
mikroskopta bu iki grup arasinda fark saptayamadik. Isik mikroskobunda apopitozise
dair biitin morfolojik degisikliklerden ziyade, sadece cekirdek yapisinda goriilen
niikleer kondansasyon ve fragmantasyon gibi goriinlimler dikkate alinarak sayim
yapilabilmektedir. Floresan mikroskop incelemesinde kullanilan TUNEL boyama
metodu ile parcalanmis nukleuslar spesifik olarak isaretlenerek goriiniir hale
getirilebilmektedir. Isik mikroskobu bulgularimizla floresan mikroskop bulgularimiz

arasinda farkin her iki incelemedeki yontem farkina bagl oldugunu diisiinmekteyiz.

Sonu¢ olarak; bu calismada daha once kondrotoksik oOzellikleri arastirilmamis olan
levobupivakainin, bupivakainden daha az apopitotik aktivasyona neden oldugunu ve
levobupivakainin neden oldugu apopitotik aktivasyonun daha yavas seyirli oldugunu
saptadik. Ileri arastirmalarla desteklenmesi gerekmekle birlikte, artroskopik cerrahi
uygulanan hastalarda, postoperatif analjezi amaciyla uygulanan intraartikiiler lokal
anestezik enjeksiyonunda, daha az kondrotoksik olan levobupivakainin tercih

edilmesinin Onerebilecegi kanaatindeyiz.
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6. SONUCLAR

Bupivakain enjeksiyonuna bagli apopitotik aktivasyon 7. giine kadar olusmakta ve

ayni diizeyde 28. giine kadar devam etmektedir.

Levobupivakain enjeksiyonuna bagli gelisen apopitotik aktivasyon yavas seyirli

olarak 7. glinden sonra 28. giine kadar devam etmektedir.

28. giinde ulasilan apopitotik indeks degerine gore levobupivakain, bupivakaine

nazaran daha az apopitotik aktivasyona neden olmaktadir.
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